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Em geral, muitos agentes quimioterapêuticos, utilizados atualmente na terapêutica do 
cancro, apresentam efeitos secundários adversos por serem citotóxicos não só para as células 
tumorais como para as células saudáveis. Assim, uma área de interesse passa pelo 
desenvolvimento de novos compostos com potencial anti-tumor de elevada especificidade 
para as células tumorais e que apresentem reduzidos efeitos secundários. Neste sentido, o 
objetivo principal desta dissertação consiste na determinação dos mecanismos e alvos 
biológicos subjacentes à ação de um composto de Cu, [Cu (4-metilbenzenosulfunato) 2 (4`-
fenil-2,2':6',2''-terpiridina)], referido como ZM-II. Para tal, primeiramente procedeu-se à 
realização de ensaios de viabilidade celular em linhas tumorais e não-tumorais para a avaliação 
da citotoxicidade e citoseletividade deste composto. Os ensaios de viabilidade celular in vitro 
em linhas tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7 indicaram que o composto apresenta elevada 
especificidade para as linhas tumorais HCT116 e HepG2. O potencial apoptótico foi avaliado 
por marcação com a sonda de Hoechst 33258 em células HCT116 e HepG2, onde se observou 
fragmentação e condensação nuclear, caraterísticas do mecanismo de apoptose. No ensaio de 
dupla marcação da linha celular HCT116 com anexina V-FITC e IP observou-se, por citometria 
de fluxo a existência maioritária de células em apoptose tardia. Na medida em que o DNA é 
principal alvo intracelular primário de muitos compostos anti-tumorais, avaliou-se a interacção 
do composto ZM-II com DNA por espectroscopia de absorção e EMSA. O valor de Kb foi de 1,73 
(± 0,7) x 105 M-1, o que demonstra a elevada afinidade para o DNA. O ensaio EMSA na 
dependência do tempo permitiu inferir que o composto apresenta a capacidade de induzir 
quebras em cadeia dupla no DNA. Assim, procedeu-se à realização do Ensaio Comet, 
verificando que o composto ZM-II apresenta a capacidade de introduzir quebras na molécula 
de DNA com o aumento da concentração do mesmo. Com o objetivo de caracterizar em maior 
detalhe o modo de ação de ZM-II procurou-se identificar os seus alvos biológicos por análise 
do proteoma de linhas tumorais HCT116 expostas ao composto. Verificou-se que 
maioritariamente as proteínas identificadas estão envolvidas em mecanismos de resposta ao 
stress oxidativo, no processo apoptótico, na manutenção do citoesqueleto e na 
progressão/paragem do ciclo celular. A fim de detetar a formação de espécies reactivas de 
oxigénio (ROS) na presença do composto procedeu-se a análise da atividade da GST e 
peroxidação lipídica, verificando que o composto pode induzir o seu efeito anti-tumoral por 
formação radicais livres.  
Palavras-Chave: Composto de Cobre, ZM-II, Atividade anti-tumoral, Citoseletividade, Alvos 
Biológicos, Interacção com DNA, Proteoma, ROS. 
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In general, many of the chemotherapeutic agents that are currently used in cancer 
therapy have adverse side effects, being cytotoxic not only to tumor cells but also to healthy 
cells. Thus emerges a new area of interest, the development of new compounds with potential 
antitumor properties, exhibiting high specificity for tumor cells and reduced/lower side effects 
to normal tissues/organs. The aim of this master thesis consists in evaluating the biological 
targets and mechanisms underlying the action of a compound of Cu, [Cu (4-
metilbenzenosulfunato) 2 (4-phenyl-2 ', 2': 6 ', 2''-terpyridine)] referred as ZM-II. For this, we 
first evaluated the cell viability of tumor (HCT116, MCF-7 and HepG2) and non-tumor cell lines 
treated with the compound, in order to evaluate the cytotoxicity and cytoselectivity of this 
compound. In this regard, the compound exhibited high specificity for tumor cells lines HCT116 
and HepG2. The  apoptotic potential was initially evaluated by Hoechst 33258 staining in 
HepG2 and HCT116 cells, and nuclear fragmentation and condensation, characteristic of 
apoptosis mechanism were observed and afterwards confirmed by flow cytometry using 
double staining with Annexin V-FITC and PI in HCT116 cells. As it is well known that DNA is the 
major intracellular target of many antitumor compounds, therefore the interaction of 
compound ZM-II with DNA was evaluated by absorption spectroscopy and EMSA. The Kb value 
was 1.73 (± 0.7) x 105 M-1, which demonstrates high affinity of ZM-II for DNA. The EMSA time 
course assay allowed concluding that the compound exhibits the ability to induce double-
strand breaks in pDNA. In order to verify that the compound ZM-II had the ability to introduce 
breaks in the DNA molecule in a concentration dependent manner Comet assay was 
performed. In order to characterize in more detail the mode of action of ZM-II I and to identify 
their biological targets, a proteomic analysis of HCT116 tumor cell lines exposed to the 
compound was performed. It was found that predominantly the identified deregulated 
proteins are involved in oxidative stress response, in the apoptotic process, maintenance 
cytoskeleton and progression/arrest of the cell cycle. In order to clarify the ability of ZM-II to 
induce the formation of reactive oxigenio species (ROS) GST activity and lipid peroxidation 
were performed and correlating the induced apoptosis with ROS formation. 
 
Keywords: Cancer, Copper Compounds, ZM-II, Antitumor activity, Cytoselectivity, Biological 
Targets, DNA Interaction, Proteome, ROS. 
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1.1 O Cancro  
1.1.1 Incidência e Mortalidade  
O cancro é considerado a segunda causa de morte a nível mundial, registando cerca de 8 
milhões de mortes por ano (WHO, 2012; Jemal et al., 2011; Fernandes, 2010; Ferlay et al., 
2007). Na atualidade é um problema crescente ao nível de saúde pública em países 
desenvolvidos e em vias de desenvolvimento sendo em parte o resultado do processo global 
de industrialização e urbanização, que levou a alterações das condições ambientais e como tal 
a uma adequação de estilo de vida da população nem sempre considerados saudáveis (Anand 
et al., 2008; Surh, 2003; Jemal et al., 2011; Fernandes, 2010). Por sua vez, a esperança média 
de vida aumentou e sendo que a incidência de cancro aumenta com a idade, e que a 
população dos países desenvolvidos encontra-se cada vez mais envelhecida, estima-se que no 
futuro o número de indivíduos afetados por cancro seja superior ao atual (WHO, 2012; Jemal 
et al., 2011). 
Na realidade, como resultado dessas tendências, estima-se que o número global de 
óbitos poderá atingir 55 milhões em 2030 (WHO, 2012). Durante os últimos 20 anos, tem-se 
verificado de fato, um aumento na incidência de cancro, o que é devido a diversos 
determinantes, entre os quais o crescimento e o envelhecimento da população e, também, aos 
comportamentos de risco adotados, como o tabagismo, as dietas alimentares desequilibradas 
e a falta de exercício físico (Bajetta et al., 2007; Jemal et al., 2011). 
Os cancros mais comuns, e portanto, de maior incidência, são o cancro do pulmão (1,61 
milhões de casos, 12,7 % de todos os casos de cancro), seguido pelo cancro da mama (1,38 
milhões de casos, 10,9 % de todos os casos de cancro), e o cancro coloretal (1,23 milhões de 
casos, 9,7 % de todos os casos de cancro). Porém, os cancros que apresentam maior taxa de 
mortalidade são o cancro do pulmão (1,37 milhões de mortes, 18,2 % de todos os casos de 
cancro), estômago (736 mil de mortes, 9,7 % de todos os casos de cancro) e fígado (696 mil de 
mortes, 9,2 % de todos os casos de cancro) (Figura 1.1) (WHO, 2012; GLOBOCAN, 2012). 
 




Figura 1.1 - Incidência e mortalidade por tipo de cancro nos Estados Unidos. Estimativas referentes ao 




O cancro é considerado uma doença heterogénea resultante da aquisição de várias 
alterações genéticas e epigenéticas que resultam na típica desregulação da proliferação celular 
(Evan, 2001). Diariamente, milhões de células dividem-se no ser humano como resultado do 
desenvolvimento celular normal (Bertram, 2011). Porém, em cada divisão podem ocorrer 
erros, por desregulação da maquinaria celular ou por exposição a agentes carcinogénicos, e 
que desencadeiam a formação de células tumorais. O desencadear do processo tumorigénico 
pode dever-se a fatores internos, como por exemplo, mutações hereditárias, alterações 
hormonais e imunitárias, ou a fatores ambienciais ou adquiridos, tais como o tabagismo, o 
alcoolismo, a obesidade, a dieta alimentar desequilibrada, a falta de exercício físico, poluentes 
ambientais, a radiação e os agentes infecciosos, entre outros. Estima-se que 5 a 10 % de todos 
os casos de cancro se devem a alterações genéticas, enquanto os restantes 90 a 95 % se 
devem ao ambiente envolvente e ao estilo de vida das populações, o que neste caso permite 
oportunidades na prevenção do cancro (Anand et al., 2008).  
A tumorigénese envolve a acumulação de pelo menos quatro a seis alterações genéticas 
não letais em genes essenciais, por exemplo ao nível do controlo da proliferação celular, da 
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estabilidade do genoma e da apoptose, o que confere à célula uma vantagem seletiva (Luo et 
al., 2009; Croce, 2008; Chan et al., 2004). Em resultado ocorre a acumulação de mutações, 
favorecida por danos nas vias de reparação do DNA, que impedem a reparação destas 
alterações por parte da célula (Teixeira, 2008; Robbins et al., 2003). Os genes envolvidos 
durante a tumorigénese são os oncogenes e os genes supressores de tumores. Nas células 
tumorais os oncogenes derivam de proto-oncogenes ativados inadequadamente o como 
consequência de mutações de ganho de função ou, amplificação e que codificam produtos que 
desencadeiam o processo tumoral. Por sua vez, os genes supressores de tumores encontram-
se inibidos devido a mutações de perda de função, delecção, e/ou silenciamento epigenético 
que à semelhança também induzem a progressão do processo tumoral (Lewin, 2004; Robbins 
et al., 2003; Hanahan e Weinberg, 2000; Esteller et al., 1999). 
O processo tumorigénico compreende três fases (Figura 1.2): a iniciação, a promoção e a 
progressão (Kundu, 2004; Chan et al., 2004; Surh, 2003). A fase de iniciação é irreversível e 
envolve a aquisição de danos na molécula de DNA, que por sua vez culminam na manutenção 
desses danos como uma mutação no genoma (Chan et al., 2004). A fase de promoção é 
considerada uma fase de proliferação descontrolada (expansão clonal) destas células 
inicialmente alteradas (células pré-neoplásicas). Esta fase permite a ocorrência de alterações 
em cascatas de sinalização, o que por sua vez conduz à alteração da expressão de um conjunto 
de genes com papéis importantes na regulação da proliferação e crescimento celular, bem 
como no processo apoptótico e, desta forma, conferem uma vantagem seletiva às células 
iniciadas. Esta contínua expansão clonal cria o ambiente propício à aquisição de novas 
mutações que podem conduzir ao desenvolvimento das propriedades malignas, como a 
invasão e a metastização associadas à progressão do desenvolvimento tumoral (Chan et al., 










Figura 1.2 - Ilustração representativa do processo de tumorigénese. Uma célula normal obtém 
alterações no seu genoma, que devido à perda dos mecanismos de reparação é mantida como uma 
mutação. A consequente aquisição de novas mutações permite a aquisição de uma vantagem 
proliferativa, que por sua vez, leva à contínua mutagénese, e à adoção de caraterísticas malignas 
(Adaptado de Austen et al., 2007).  
 
As células tumorais adquirem um conjunto de caraterísticas durante o processo de 
desenvolvimento tumoral, tais como: um potencial replicativo ilimitado, auto-suficiência de 
fatores de crescimento, insensibilidade a inibidores de crescimento, evasão aos mecanismos 
de apoptose, indução da angiogénese e, por fim, capacidade de invasão e metastização (Figura 
1.3) (Hanahan e Weinberg, 2011; Luo et al., 2009). 
 





Figura 1.3 - Ilustração representativa das principais caraterísticas adquiridas pelas células tumorais 
humanas durante o processo de tumorigénese (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011). 
 
A sustentação da sinalização da proliferação celular é uma das principais caraterísticas 
adquiridas pelas células cancerígenas. Estas células apresentam uma sinalização e estimulação 
da proliferação celular independente do tecido normal circundante e coordenada pela 
produção dos seus próprios fatores de crescimento (Hanahan e Weinberg, 2000, 2011). As 
células dos tecidos normais controlam cuidadosamente a sinalização que promove a entrada 
ou a progressão do ciclo celular, assegurando assim a homeostasia celular e, portanto, a 
manutenção da arquitetura e função do tecido normal (Hanahan e Weinberg, 2011). A 
proliferação contínua das células cancerígenas é igualmente promovida devido à capacidade 
destas células em não responderem aos inibidores de crescimento celular. Assim, a sinalização 
da proliferação aumenta devido a alterações dos mecanismos de controlo de crescimento 
celular (Hanahan e Weinberg, 2000, 2011). A contínua proliferação celular caraterística das 
células cancerígenas leva à reprogramação do seu metabolismo energético, sendo que o ATP 
obtido por estas células provém da glicólise (Hanahan e Weinberg, 2011; Amaravadi e 
Thompson, 2007).  
A progressão das células tumorais depende ainda da inibição do mecanismo de 
apoptose, que pode ocorrer através do aumento da expressão de proteínas anti-apoptóticas, 
tais como Bcl-2 (do inglês, B-cell lymphoma protein 2), ou pela diminuição da expressão de 
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proteínas pro-apoptóticas, como a Bax, (do inglês, Bcl-2-associated X protein), sendo a 
principal alteração ao nível da inibição do gene supressor de tumores TP53 (Elmore, 2007). 
Sabe-se que o aumento da atividade da enzima telomerase nas células cancerígenas 
está diretamente relacionado com a imortalização das mesmas na medida em que se verifica a 
manutenção do tamanho dos telómeros com consequente manutenção do potencial 
replicativo destas células (Hanahan e Weinberg, 2011; Amaravadi e Thompson, 2007).  
A angiogénese, ou formação de novos vasos sanguíneos, é uma importante forma de 
promover um meio pelo qual as células cancerígenas obtêm oxigénio e nutrientes essenciais à 
sua função e sobrevivência, assim como eliminar os resíduos metabólicos e o dióxido de 
carbono (Garrett, 2001; Hanahan e Weinberg, 2000, 2011).  
A aquisição das caraterísticas de invasão e metastização pelas células cancerígenas são 
consequência de mutações em genes envolvidos na adesão celular, que desencadeiam a perda 
da inibição por contato e a promoção da migração destas células para locais distantes 
(Hanahan e Weinberg, 2011; Garrett, 2001). A formação de metástases está associada a 90 % 
de mortes por cancro em humanos (Hanahan e Weinberg, 2000).  
 
1.2 Morte Celular 
Milhões de células são eliminadas do organismo do ser humano, quer como resultado 
do desenvolvimento normal do mesmo, bem como em associação a uma patologia. O processo 
de morte celular pode ser realizado através de dois mecanismos principais: a apoptose e a 
necrose. Estes mecanismos apresentam entre si distintas caraterísticas bioquímicas, 
morfológicas e funcionais, tal como representado na Figura 1.4 (Golstein e Kroemer, 2007; 
Orrenius, 2004; Formigli et al., 2000). A necrose carateriza-se como uma forma passiva de 
morte celular, não programada fisiologicamente, sem pré-determinação genética, 
independente de energia, resultando numa extensa lise celular que leva à promoção de uma 
resposta inflamatória no meio envolvente (Datta, 1999; Danial e Krosmeyer, 2004). Contudo, 
autores defendem que a necrose é um processo programado uma vez que depende da 
ativação de cascatas de transdução de sinal específicas, que desencadeiam uma série de 
eventos intracelulares cumulativos (Golstein e Kroemer, 2007). Morfologicamente é 
caraterizada pela oncose, isto é, um aumento do volume celular, dilatação dos organelos 
citoplasmáticos (mitocôndrias, retículo endoplasmático e aparelho de Golgi), condensação da 
cromatina, bem como a perda de integridade da membrana plasmática e consequentemente 
libertação do conteúdo celular no meio extracelular, com a promoção da resposta 
inflamatória, que por sua vez está relacionada com a promoção tumoral (Kroemer et al., 2005; 
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Formigli et al., 2000). A necrose é um mecanismo dependente da ocorrência de um dano 
externo, enquanto a apoptose pode ser desencadeada por estímulos internos ou externos 
(Ghobrial et al., 2005; Lawen, 2003, Elmore, 2007).  
Estudos recentes têm verificado que diferentes doses de compostos anti-tumorais 
podem desencadear tanto a morte celular por apoptose como por necrose, dependendo do 
tipo de célula e do grau de agressão exercida por estes. Neste âmbito, compostos anti-
tumorais em concentrações relativamente baixas podem induzir morte celular por apoptose 
mas em concentrações mais elevadas podem ser considerados como um stress acrescido para 
a célula, e consequentemente induzir a via da necrose (Elmore, 2007). Na realidade, muitos 
autores referem que a grande maioria destes agentes induzem principalmente a apoptose. 
Além disso, a execução do programa de morte por apoptose requer a manutenção do nível de 
energia intracelular suficiente, e de um estado de oxidação-redução compatíveis com a 
ativação de caspases. Assim, a exaustão do ATP e O2, ou stress oxidativo severo, pode induzir a 
morte celular por necrose, e não por apoptose (Orrenius, 2004).  
 
  
Figura 1.4 - Esquema representativo das alterações morfológicas que ocorrem durante os mecanismos 
de morte celular: necrose e apoptose (Adaptado de Van der Meer et al., 2010). 
 
1.2.1 Apoptose 
O processo de morte celular por apoptose consiste num processo fisiológico com um 
papel importante na manutenção da homeostasia celular, na progressão do desenvolvimento 
embrionário e no sistema imunológico. Desta forma, este processo é essencial para a 
manutenção do desenvolvimento normal dos seres vivos, sendo importante para eliminar 
células defeituosas ou potencialmente perigosas (Golstein e Kroemer, 2007; Kroemer et al., 
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2005; Song e Steller, 1999; Choen, 1997). A apoptose é ainda considerada um mecanismo pelo 
qual alguns agentes quimioterapêuticos exercem a sua atividade anti-tumoral. 
A apoptose, ou morte celular programada, consiste num programa de morte intrínseco à 
célula, isto é, desencadeado genéticamente, como resposta a diversas situações fisiológicas 
bem como patológicas (Debatin, 2004). Carateriza-se por uma sucessão de alterações 
moleculares e bioquímicas que conduzem às diferentes caraterísticas morfológicas típicas da 
apoptose (Debatin, 2004; Choen, 1997). O mecanismo apoptótico é iniciado pela condensação 
da cromatina nuclear (picnose) e contração celular. Posteriormente ocorre a dilatação do 
retículo endoplasmático, compactação de outros organelos citoplasmáticos, e alterações na 
membrana plasmática (formação de vesículas membranares) resultando na perda de 
aderência a células vizinhas. Na fase final, ocorre a fragmentação nuclear, seguida da formação 
de corpos apoptóticos, os quais são reconhecidos por células fagocitárias, que previnem uma 
resposta inflamatória (típica da necrose) (Elmore, 2007; Ferreira et al., 2002; Choen, 1997). O 
mecanismo da apoptose é altamente conservado entre espécies, e envolve uma série de 
moléculas de sinalização, sendo verificada a ativação de cascatas de caspases considerado 
como o evento caraterístico da apoptose (Fan et al., 2005; Shi, 2002). O mecanismo de 
cascatas das caspases desempenha um papel fundamental na indução da transdução e 
amplificação de sinais intracelulares apoptóticos (Fan et al., 2005). As caspases são uma família 
de proteases de cisteína com elevada especificidade para substratos de aspartato, e têm como 
função atuar como os mediadores da apoptose (Fan et al., 2005; Debatin, 2004; Ferreira et al., 
2002). O grupo das caspases, que se encontram ativas especificamente nas células em 
apoptose, é dividido em dois grandes grupos funcionais, as caspases iniciadoras e as caspases 
efetoras, que englobam respetivamente as caspases -2, -8, -9, -10 e as caspases-3, -6, -7, e são 
sintetizados como pro-enzimas, sendo que a sua ativação ocorre por clivagem proteolítica 
(Debatin, 2004; Shi, 2002; Ferreira et al., 2002). As caspases iniciadoras promovem a sua 
propria ativação (autoativação) através da sua agregação, e uma vez ativas, conduzem à 
ativação das caspases efetoras, por clivagem em resíduos internos de aspartato, através de 
uma cascata que amplifica a via de sinalização (Elmore, 2007). As caspases efetoras são 
responsáveis pela clivagem de vários substratos citoplasmáticos e nucleares, nomeadamente 
proteínas reguladoras e estruturais conduzindo à inibição de funções celulares básicas por 
afetarem a estrutura do citoesqueleto e vias de regulação do ciclo celular e sinalização celular 
(Elmore, 2007; Debatin, 2004).  
As duas principais vias apoptóticas constam da via extrínseca ou de recetor de morte 
celular ou a via intrínseca ou mitocondrial, que se encontram resumidamente descritas nos 
pontos 1.2.1.1 e 1.2.1.2, respetivamente (Elmore, 2007; Ferreira et al., 2002). Ambas as vias 
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convergem para a ativação de cascatas de caspases efetoras, sendo esta fase considerada a 
fase de execução da apoptose (Debatin, 2004). A partir do momento que é iniciada a atividade 
proteolítica das caspases, a morte celular por apoptose torna-se um processo irreversível 
(Elmore, 2007). 
Um elevado número de agentes anti-tumorais exercem os seus efeitos terapêuticos por 
indução de apoptose. A indução do processo apoptótico, como um dos mecanismos chave 
pelo qual compostos citotóxicos eliminam as células tumorais, ocorre principalmente através 
da ativação da via intrínseca ou mitocondrial da apoptose (Mondal et al., 2012). A sinalização 
da via extrínseca ou de recetor de morte celular contribui para a sensibilidade das células 
tumorais aos tratamentos citotóxicos (Tan e Xia, 2009). 
 
1.2.1.1 Via Extrínseca ou de Recetor de Morte Celular 
A via extrínseca ou de recetor de morte celular (Figura 1.5) envolve interações mediadas 
por recetores transmembranares, existindo uma associação entre um ligando específico e o 
recetor correspondente. Estes recetores são recetores de morte pertencentes principalmente 
à superfamília TNF (do inglês Tumor Necrosis Fator). Os membros da família dos recetores TNF 
apresentam um domínio citoplasmático com cerca de 80 aminoácidos denominado por 
domínio de morte que desempenha um papel fundamental na transmissão do sinal de morte a 
partir da superfície da célula para as vias de sinalização intracelulares. A sequência de eventos 
que definem a fase extrínseca de apoptose baseia-se nos modelos de ligando e recetor 
FasL/FasR e TNF-α/TNFR1 e, após a ligação do ligando, são recrutadas proteínas adaptadoras 
citoplasmáticas com domínios de morte correspondentes que se ligam aos recetores. 
Posteriormente dá-se a associação destas proteínas à pró-caspase-8 através de dimerização do 
domínio efetor de morte. Neste ponto, o DISC (do inglês, Death-Inducing Signaling Complex) 
forma-se, o que resulta na ativação da caspase-8. Após a ativação da caspase-8, o processo de 
execução da apoptose desencadeia-se (Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005; Debatin, 2004). 
Entre as vias extrínseca e intrínseca pode existir um crosstalk promovido pela proteína Bid (do 
inglês, BH3 interacting domain death agonist), pertencente à família de proteínas Bcl-2, com 
atividade pro-apoptótica. A Bid é ativada após clivagem proteolítica pela caspase-8, ativando 
desta forma a proteína Bax, que leva por sua vez à amplificação da via intrínseca da apoptose 
pela ação da via extrínseca (Festjens et al., 2006; Ray et al., 2005). 
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1.2.1.2 Via Intrínseca ou Mitocondrial 
A via intrínseca ou mitocondrial (Figura 1.5) envolve um conjunto de estímulos que 
atuam diretamente sobre os alvos biológicos no interior da célula. Estes estímulos 
desencadeiam sinais intracelulares, que podem atuar tanto de forma positiva como negativa. 
Sinais negativos envolvem a ausência de certos fatores de crescimento, hormonas e citoquinas 
que podem levar à perda da supressão apoptótica, desencadeando, desta forma, a apoptose. 
Por sua vez, os estímulos que atuam de forma positiva incluem a radiação, toxinas, hipoxia, 
hipertermia, infeções virais, radicais livres, entre outros (Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005; 
Debatin, 2004). Todos estes estímulos são direcionados para a mitocôndria, causando 
alterações na membrana mitocondrial interna (Elmore, 2007). A permeabilidade da membrana 
mitocondrial externa é da responsabilidade de proteínas da família Bcl-2, principalmente as 
proteínas anti-apoptótica Bcl-2 e pró-apoptótica Bax (Chipuk, 2008). A proporção entre os 
níveis citoplasmáticos destas duas proteínas é indicativa se a célula entra em apoptose por 
predominância de Bax relativamente a Bcl-2 (Elmore, 2007; Gonzalez et al., 2001). A proteína 
pró-apóptótica Bax leva à formação do poro MPT (do inglês, Mitochondrial Permeability 
Transition) após ser transportada do citoplasma para a membrana mitocondrial externa e 
sofrer oligomerização, levando consequentemente à perda do potencial de membrana e 
libertação de proteínas pró-apoptóticas, como citocromo c, Smac/DIABLO (do inglês, Smac - 
Second Mitochondria-derived Ativator of Caspase; DIABLO - Direct IAP binding protein with low 
pI) e HtRA2 (do inglês, HtrA serine peptidase) para o citoplasma (Debatin, 2004; Ghobrial et al., 
2005; Elmore, 2007). O citocromo c liga-se ativamente à proteína Apaf-1 (do inglês, apoptotic 
peptidase ativating fator 1), bem como à pró-caspase-9, formando um complexo, o 
apoptossoma. Esta associação de proteínas conduz à ativação de caspase-9, que uma vez ativa 
apresenta a capacidade de ativar caspases efetoras para o desenvolvimento da via de 
execução da apoptose (Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005; Shi, 2005; Debatin, 2004). 
 




Figura 1.5 - Ilustração representativa das vias intrínseca e extrínseca da apoptose. A via extrínseca 
depende da ligação entre um recetor de morte celular e o seu ligando e encontra-se associada à via 
intrínseca através da proteína Bid, que por sua vez despoleta a amplificação desta última via. A via 
intrínseca, por sua vez, é induzida dependendo da proporção entre a proteína anti-apoptótica Bcl-2 e 
pro-apoptótica Bax. Ambas as vias progridem até à etapa de execução que é gerida por caspases 
efetoras, como a caspase 3 (Adaptado de Favaloro et al., 2012). 
 
1.2.1 Gene Supressor de Tumores 
O gene supressor tumoral TP53 é importante na manutenção da estabilidade genética e 
como tal apresenta-se o gene amplamente mais mutado durante a tumorigénese, sendo 
constatada a ocorrência de mutações em mais de 50% de todos os cancros humanos (Amaral 
et al., 2010; Elmore, 2007; Ferreira et al., 2002; Wang, 1997). A proteína supressora de 
tumores p53 regula o ciclo celular bem como a apoptose, induzindo-a após a ocorrência de 
danos no DNA (Elmore, 2007; Bartkova, 2005). Assim, a supressão do tumor é severamente 
reduzida aquando a perda de atividade deste supressor tumoral (Bartkova, 2005). 
No processo de tumorigénese a p53 é ativada em resposta a sinais de danos celulares 
(Salles, 2002). Esta, por sua vez, promove a paragem do ciclo celular no checkpoint G1/S 
através da proteína p21, ativando proteínas de reparação dos danos provocados no DNA, e 
caso estes danos sejam irreparáveis, pode desencadear a apoptose (Elmore, 2007). Portanto, 
quando a p53 sofre mutações, as células que apresentam danos no DNA podem desencadear a 
transformação maligna, uma vez que não é possível a reparação dos danos no DNA por esta via 
(Elmore, 2007; Salles, 2002). 
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A atividade supressora tumoral de p53 está principalmente associada com a sua função 
de fator de transcrição, sendo a apoptose o processo base desta atividade e o qual pode ser 
desencadeado especialmente pela via mitocondrial, contudo também a via de recetor de 
morte pode ser desencadeada. Os principais alvos da transativação por p53 consistem na Bax, 
Puma e Noxa (Amaral et al., 2010).  
Outras duas vias pelas quais p53 desencadeia a apoptose e as quais são independentes 
da atividade transcripcional desta proteína, envolvem uma vez mais a mitocondria, e também 
o citoplasma, e encontram descritas por Amaral e colaboradores (2010). A primeira depende 
da translocação de p53 para a mitocôndria com a posterior oligomerização da Bax e assim o 
desenvolvimento da via mitocondrial. Por sua vez, a via citoplasmática de p53 está 
dependente da translocação e oligomerização da Bax para a mitocôndria pela ação de p53 
(Amaral et al., 2010). 
 
1.3 Ciclo Celular 
A divisão celular, a replicação do DNA e o crescimento celular têm que ocorrer de forma 
coordenada para garantir a formação de novas células. A sequência de eventos pelos quais 
uma célula duplica o seu genoma, sintetiza os restantes componentes celulares e, finalmente 
divide-se em duas células-filhas é denominada por ciclo celular (Kastan, 2004). Este processo é 
dividido em quatro fases sequenciais: G1, S, G2 e M (mitose), como está demonstrado na 
Figura 1.6 (Garret, 2001). Duas fases cruciais são a fases de replicação do DNA (fase S) e de 
divisão de uma célula em duas células filhas, e por sua vez a fase M apenas pode ocorrer se a 
fase S for correta e completamente finalizada (Kastan, 2004; Garret, 2001). 
A fase G1 corresponde ao intervalo entre a mitose e o início da replicação do DNA, e é 
durante esta fase que as células se encontram metabolicamente ativas e crescem 
continuamente, sem no entanto replicarem o seu conteúdo em DNA (Kastan, 2004). A fase S 
corresponde ao período durante o qual ocorre a síntese ou replicação do DNA, duplicando-se 
assim o conteúdo em DNA mas mantendo o mesmo número de cromossomas (Kastan, 2004; 
Garret, 2001). A fase G2 corresponde ao intervalo imediatamente após a fase S e é nesta fase 
que a célula se prepara para entrar em mitose (Garret, 2001). A fase M é iniciada com a divisão 
nuclear, correspondendo à separação dos cromossomas, e termina normalmente com a 
divisão citoplasmática (citocinese). Nesta fase ocorre ainda a reorganização da maioria dos 
componentes celulares, uma vez que o número de cromossomas nas células progenitoras e 
descendentes é o mesmo. A mitose pode ser dividida em quatro estágios de divisão celular: 
profase, metáfase, anáfase e telófase (Kastan, 2004). Finalmente a fase G0, também conhecida 
por uma fase de quiescência, na qual a célula pode reversivelmente sair da fase G1 e entrar 
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nesta fase, em que as células permanecem metabolicamente ativas, mas não proliferam 
(Kastan, 2004: Garret, 2001). 
O controlo ao nível da progressão do ciclo celular baseia-se em mecanismos pelos quais 
ocorre a paragem do ciclo celular aquando da transição de fases, denominados de checkpoints, 
até que seja possível assegurar que a célula se encontra preparada para prosseguir com o ciclo 
celular (Kastan, 2004). Um checkpoint baseia-se num mecanismo tipo “sensor” que deteta 
eventos anormais ou incompletos do ciclo celular, tais como danos no DNA, sendo em 
consequência seguida uma via de transdução de sinal que transmite o sinal do sensor para o 
efetor o que pode levar à paragem do ciclo celular (Garret, 2001). O primeiro checkpoint 
ocorre na transição da fase G1 para S, o principal checkpoint para danos no DNA (Figura 1.6). 
Também na fase S podem ocorrer danos no DNA durante o processo de replicação o que leva à 
paragem do ciclo celular, na fase G2 (Figura 1.6). Na regulação do ciclo celular também existe o 
ponto de restrição, que ocorre entre a fase G1 média e tardia. Este é o ponto que verifica se as 
células receberam os sinais de crescimento necessários, para que possam progredir da fase G1 
para a fase S e, assim efetuar a replicação do DNA. Caso a célula não tenha recebido os sinais 
apropriados, as células entram na fase G0. Os checkpoints do ciclo celular devem ocorrer 
corretamente, caso contrário a proliferação celular pode ser inadequada como acontece nas 
células tumorais. Uma vez que todos os tumores humanos apresentam mutações genéticas 
nos genes que controlam a progressão do ciclo celular (Garret, 2001) 
 
 
Figura 1.6 - Representação esquemática das fases do ciclo celular e os seus checkpoints (Adaptado de 
Garrett, 2001).  
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O grupo de moléculas cruciais à progressão do ciclo celular denomina-se de Cdks (do 
inglês, cyclin dependent kinases), pertencentes à família das cinase de serina/treonina, e cuja 
completa atividade é dependente da sua associação com uma subunidade reguladora 
designada de ciclina (Figura 1.7). Consoante a fase do ciclo celular diferentes Cdks tornam-se 
ativas, sendo a sua expressão constante ao longo do ciclo celular, enquanto a expressão de 
cada ciclina, é dependente da fase do ciclo celular (Figura 1.7) (Garret, 2001; Abraham, 2001). 
As Cdks controlam a progressão do ciclo, pela sua atividade de fosforilação de proteínas que 
desempenham funções específicas nas diferentes fases do ciclo celular (Garret, 2001). No 
início de G1, a pRb (proteína do gene supressor de tumores retinoblastoma) encontra-se num 
estado não fosforilado, reprimindo a atividade de fatores de transcrição da família E2F, por 
ligação aos mesmos, a qual é essencial à expressão dos genes necessários para a fase S 
(Harbour, 2000). A progressão da fase G1 para S, é dependente da fosforilação de pRb, 
inicialmente promovida pelas cinases Cdk4 e Cdk6, associadas a uma das três subunidades de 
ciclina D1, D2 e D3 (Garrett, 2001; Harbour, 2000). Posteriormente a expressão da ciclina E, 
com a formação do complexo de Cdk2/ciclina E, permite a contínua fosforilação de pRb, 
levando por sua vez à rutura da interação entre o pRb-E2F e desta forma tornando os fatores 
de transcrição E2F ativos (Kastan, 2004; Abraham, 2001). À medida que as células progridem 
para a fase S, ocorre a expressão da ciclina A e esta associa-se agora à Cdk2, tendo este 
complexo novos substratos proteicos da fase S, como é o caso da Cdc6, uma proteína essencial 
para a prevenção da replicação do DNA. Por sua vez, a progressão de G2 para a mitose requer 
a atividade da cinase Cdc2 (também definida como Cdk1), que uma vez complexada com a 
ciclina B, levam à fosforilação de proteínas necessárias à mitose (Garret, 2011; Kastan, 2004).  
 




Figura 1.7 - A interação entre Cdks e as ciclinas envolvidas nas diferentes fases do ciclo celular 
(Adaptado de Garret, 2001). 
 
Agentes genotóxicos, uma vez induzindo danos no DNA, ativam várias respostas 
celulares, sendo a resposta primária a paragem do ciclo celular em G1/S (Kastan, 2004; 
Abraham, 2001; Garrett, 2001). A paragem do ciclo celular no checkpoint G1/S é dependente 
do produto do gene supressor de tumores TP53. Danos no DNA induzem um aumento do nível 
de p53, que induz posteriormente a transcrição de genes que promovem paragem do ciclo 
celular ou a apoptose, incluindo o gene que codifica para p21Cip1 (Kastan, 2004; Garret, 2001; 
Abraham, 2001). 
 
1.4 Linhas Tumorais Humanas em Estudo 
1.4.1 Carcinoma Coloretal Humano 
O carcinoma coloretal (CCR) é a segunda principal causa de morte por cancro (O’Brien et 
al., 2007; Sheg et al., 1997). Em 2008, a incidência do CCR a nível mundial foi de 1 235 108 (9,8 
%) de novos casos e 609 051 (8,1 %) mortes (Glocoban, 2012). Em geral, o risco do CCR na 
população é de cerca de 5 a 6 % (Lynch, 2003). Os fatores de risco para neoplasia coloretal 
incluem o consumo excessivo de carnes vermelhas, o tabagismo e o consumo de álcool, 
estando ainda associada a história familiar positiva (Potter et al, 1999).  
O CCR surge pela ocorrência em simultâneo de ambos os cancros do cólon e reto 
(Centelles, 2012; Iacopetta, 2002). O processo tumorigénico é iniciado com a formação de um 
pólipo adenomatoso pré-maligno na mucosa coloretal normal, que posteriormente evolui para 
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um adenoma, e após se tornar displásico progride para um cancro invasivo, o carcinoma (Ricci-
Vitiani et al, 2007; Haggar et al., 2009). Como referido são diversas as alterações a nível 
genético que desencadeiam o processo de tumorigénese sendo que os mecanismos 
epigenéticos e a acumulação de mutações genéticas permitem a progressão tumoral por 
conferirem uma vantagem proliferativa às células cancerígenas (Millan, 2009; Michor et al., 
2005). Das alterações que desencadeiam o processo de tumorigénese do CCR designam-se as 
que ocorrem ao nível da expressão de genes supressores de tumores, como é o caso do gene 
APC (do inglês, Adenomatous Polyposis coli), de oncogenes ou através da ocorrência de 
metilação destes genes (Zhang et al., 2011). A disrupção da via APC apresenta-se de fato como 
uma das principais alterações genéticas responsáveis pelo desenvolvimento de CCR, 
representando aproximadamente 95 % dos casos (Michor et al., 2005; Natile et al., 2001). 
O CCR pode ocorrer tanto como desordem hereditária assim como esporádica. Cerca de 
95 % dos CCR são esporádicos, resultantes de mutações somáticas. Os restantes 5 % dos casos 
de CCR incluem síndromes hereditárias, tais como a polipose adenomatosa familiar e CCR 
hereditário não-polipose, história familiar/pessoal de pólipos adenomatosos (Centelles, 2012; 
Zhang et al., 2009). 
A remoção cirúrgica consiste na principal forma de tratamento para o CCR, e apresenta 
a capacidade de cura caso o tumor seja detetado precocemente. O processo compreende a 
remoção completa do tumor primário bem como as estruturas localmente comprometidas 
(Boland et al., 2000). A sobrevivência para pacientes com doença localizada é de 90 % (Wilkes, 
2009). A quimioterapia, em regime individual ou combinatória com a radioterapia, é 
normalmente utilizada em casos de CCR invasivo ou metastático, apresentando uma taxa de 
sobrevivência de 9 % em doentes com CCR metastático após 5 anos (Wilkes, 2009). O 5-
Fluorouracilo (5-FU) é o agente quimioterapêutico de maior aplicação no tratamento do CCR 
avançado (Carethers, 2008). Os agentes quimoterapêuticos irinotecano e oxaliplatina também 
apresentam uma ampla utilização no tratamento do CRR (Goldberg et al., 2004). Na última 
década, estes agentes têm sido amplamente utilizados em combinação com o 5-FU e a 
leucavorina como tratamento padrão para CCR metastático. Com a introdução deste tipo de 
tratamento a duração média de sobrevivência de pacientes com CCR mestástico aumentou de 
12 meses para cerca de 18 a 21 meses. Adicionalmente, tem sido demonstrado que a 
oxaliplatina apresenta atividade citotóxica in vitro em linhas de carcinoma coloretal com 
resistência à cisplatina e carboplatina (Goldberg et al., 2004). 
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1.4.2 Carcinoma Hepatocelular Humano 
O carcinoma hepatocelular (CHC) é um dos carcinomas com maior prevalência 
mundialmente, sendo considerado o quinto de entre os tumores de maior incidência, 
apresentando uma estimativa anual de cerca de 564 000 novos casos (Fornari et al., 2008; 
Gramantieri et al., 2007; Thorgeirsson, 2002; Iwata et al., 2000). O desenvolvimento do CHC 
tem sido associado a vários fatores, desde virais a ambienciais. A infeção crónica provocada 
pelos vírus da hepatite B ou C juntamente ao agente carcinogénico aflatoxina B1 (AFB) 
parecem ser responsáveis por cerca de 80 % de todos os CHC humanos. É também considerada 
como fator de risco, a esteato-hepatite não alcoólica, uma síndrome metabólica caracterizada 
pela acumulação de lípidos nos hepatócitos. Também a cirrose apresenta-se como um dos 
principais fatores de predisposição ao CHC, com 80 % dos casos de CHCs a desenvolverem-se 
em pacientes cirróticos (Gramantieri et al., 2007)  
O CHC é um tumor epitelial maligno que se desenvolve nos hepatócitos e é, em geral, 
altamente vascularizado e de rápida progressão (Tanaka et al., 1999). Caracteriza-se pela 
invasão dos vasos sanguíneos, com frequente metastização dos ossos e pulmões, 
apresentando desta forma uma resposta reduzida à terapia localizada (Schwartz e Beuter, 
2004). Várias alterações genéticas e epigenéticas têm sido identificadas também revelando 
uma associação com o desenvolvimento da hepato-carcinogénese. Na maioria dos casos de 
CHC são identificadas alterações nos genes relacionados com o ciclo celular, incluindo os genes 
que codificam para as proteínas p16, p21, p27, ciclina A, ciclina D1, ciclina E e pRb (Fornari et 
al., 2008; Iwata et al., 2000).  
A difusão de programas de vigilância a pacientes com cirrose hepática teve como 
consequência o aumento na deteção do CHC, numa fase inicial. No entanto, apesar dos 
tratamentos oferecerem uma taxa de sobrevivência em 5 anos de 50-70 %, as recorrências 
após resseção são superiores a 70 %, o que pode dever-se aos tumores metacrónicos 
decorrentes de cirrose (Fornari et al., 2008).  
O tratamento do CHC depende da estadio de desenvolvimento do tumor, da quantidade 
de nódulos formados, e do tamanho dos mesmos, do estado do fígado e da existência ou não 
de metástases (Llovet et al., 2003). Os principais tratamentos são a remoção cirúrgica, o 
transplante de fígado e os tratamentos percutâneos (Anzola, 2004). A possibilidade de 
recorrência após remoção cirúrgica, frequentemente devida à ocorrência de metástases, é a 
maior desvantagem deste tratamento e a principal causa de morte por CHC (Pang et al., 2008). 
O CHC é pouco sensível aos agentes quimioterapêuticos convencionais, e estes podem ainda 
apresentar-se como indutores de uma maior toxicidade tendo em conta o comprometimento 
funcional do fígado associado à cirrose (Fornari et al., 2008). Assim, a baixa eficácia dos 
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tratamentos disponíveis associada ao grande número de efeitos secundários provocados por 
exemplo pela doxorrubicina (DOX, o agente quimioterapêutico amplamente usado em casos 
de CHC avançado), promovem uma mortalidade praticamente em todos os doentes de CHC no 
período de um ano após o diagnóstico (Manov et al. 2011; Tan et al. 2009). Estudos recentes 
baseados na administração combinada de cisplatina, DOX, interferão e 5-Fluorouracilo 
sugerem o desenvolvimento de uma resposta positiva (Boyle e Levin, 2008).  
 
1.4.3 Adenocarcinoma da Mama  
O cancro da mama é o tumor maligno mais comum em mulheres, surgindo anualmente, 
em média, 1 milhão de novos casos a nível mundial, e é observável um aumento da sua 
incidência principalmente em mulheres na faixa etária entre os 50 e os 64 anos (Soyocak, 
2012; McPherson et al., 2000). Nos Estados Unidos ocorrem mais de 40 mil mortes em cada 
ano por cancro da mama (Jemal et al., 2010; Lacey et al., 2002). As principais causas que 
contribuem para a incidência do cancro da mama são: o consumo de álcool, fatores 
reprodutivos ou hormonais (início precoce da menstruação, nuliparidade ou idade tardia do 
primeiro parto, curta duração do aleitamento, menopausa tardia, obesidade pós-menopausa, 
uso prolongado de contracetivos orais e terapia de reposição de estrogénio prolongada) e a 
sua deteção tardia (Jemal et al., 2011; Russo et al., 2000). Os genes supressores de tumores 
BRCA1 (do inglês, breast cancer 1, early onset) e BRCA2 (do inglês, breast cancer 2, early onset) 
apresentam-se como duas das principais mutações familiares que promovem a incidência do 
cancro da mama (O´Donovan, 2010). 
As indicações clínicas atuais para o tratamento do cancro da mama integram fatores 
clínicos e patológicos, tais como o tamanho e o estado nodal do tumor (Dubsky et al., 2012). A 
terapia com tamoxifeno apresenta-se associada à promoção de vários benefícios, como a 
melhoria no perfil de lípidos e aumento da densidade mineral óssea em mulheres na pós-
menopausa, no entanto a mesma conduz a vários efeitos adversos, incluindo tromboses 
venosas e cancro do endométrio (Jin et al., 2005). Outro tratamento de escolha para as 
mulheres com sintomas de menopausa é a administração de estrogénio (Quella et al., 2000). 
No entanto, há estudos que indicam que o estrogénio induz a formação de cancro da mama, 
pois as células tumorais apresentam recetores ER (do inglês, estrogen recetor), que fazem com 
que esta terapia seja contra-indicada para o cancro da mama (Quella et al., 2000; Russo et al., 
2000). A associação da quimioterapia e do tratamento endócrino poderá resultar numa 
terapêutica mais efetiva contra o cancro da mama (Dubsky et al., 2012). Contudo, apesar dos 
avanços na deteção bem como no tratamento de metástases, existem ainda muitas limitações 
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devido à aquisição de resistência por parte das células tumorais, resultando uma elevada taxa 
de mortalidade por esta doença (Lacey et al., 2002). 
 
1.5 Terapêutica do Cancro  
A deteção precoce e precisa assim como a realização de exames de rastreio regulares 
revelam-se importantes na prevenção e no tratamento do cancro (Feng, 2003). As terapêuticas 
convencionais para o cancro constam da remoção cirúrgica completa e radioterapia, bem 
como a quimioterapia, sendo ainda conhecidos outros tratamentos, como imunoterapia, 
terapia hormonal e terapia-alvo (American Cancer Society, 2012; Boulikas et al., 2007; Feng, 
2003; Kovvali, 2002). A cirurgia e a radioterapia apresentam-se como tratamentos locais 
enquanto a quimioterapia consiste num tratamento sistémico (Kelsen et al., 1998). O 
procedimento preliminar para a eliminação de tumores suficientemente grandes para 
manipulação é geralmente a remoção cirúrgica quer do tumor quer do tecido circundante. No 
entanto, normalmente encontram-se células cancerígenas residuais ou podem ainda estar 
presentes células metastáticas, que tornam a cirurgia, um procedimento de difícil execução e 
inefetivo. Desta forma, a remoção cirúrgica apresenta-se como um tratamento eficaz num 
estadio de desenvolvimento tumoral inicial, e é normalmente aplicada em conjugação com 
outros procedimentos, tais como a radioterapia, a quimioterapia, a imunoterapia, entre 
outras. De fato, este tratamento combinatório proporciona uma alternativa à eliminação de 
células cancerígenas metastáticas ou, pelo menos, à manutenção do seu estado de remissão 
(Sousa, 2012; Feng, 2003; Beil, 2002; Kelsen et al.,1998). Nos casos em que a remoção cirúrgica 
não é possível, a radioterapia e a quimioterapia são os tratamentos viáveis (Sousa, 2012; 
Kelsen et al., 1998). O tipo de tratamento é escolhido consoante o estadio de desenvolvimento 
do cancro, assim, caso seja detetado precocemente, a cirurgia e a radioterapia são 
tratamentos normalmente mais eficazes, caso seja detetado em estadios mais avançados, 
como os de metastização, a quimioterapia apresenta-se o tratamento mais adequado (Sousa, 
2012; Chabner, 2005; Matos, 2001).  
A quimioterapia tem uma aplicação clínica há mais de 50 anos, apresentando resultados 
satisfatórios em vários tipos de cancro, e entende-se pela aplicação de agentes químicos que 
afetem o funcionamento celular, promovendo a morte seletiva de células cancerígenas ou a 
inibição da capacidade proliferativa das mesmas (Feng et al., 2007; Kostova, 2006; Longley, 
2005; Feng e Chien, 2003). Apesar da eficácia da quimioterapia, este tratamento apresenta 
grandes problemas devido à toxicidade dos agentes quimioterapêuticos em tecidos saudáveis 
assim como a capacidade das células tumorais apresentarem ou adquirirem resistência 
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(Bharali, 2010; Feng et al., 2007). Em geral, os agentes quimioterapêuticos apresentam uma 
atividade preferencial para células cancerígenas devido à rápida proliferação destas 
comparativamente às células normais (Feng e Chien, 2003). Os agentes mais eficazes em 
quimioterapia apresentam como alvo a replicação do DNA ou o metabolismo celular. Contudo, 
devido à capacidade destes agentes em atuar sobre células de rápida proliferação verifica-se 
que estes atuam também em células normais de rápida proliferação, como as células da 
medula óssea e os enterócitos (Johnstone et al., 2002). Desta forma, os agentes 
quimioterapêuticos devem apresentar elevada especificidade para as células tumorais, com o 
intuito de promover efeitos citotóxicos ou citostáticos apenas nestas e não afetarem 
significativamente as células saudáveis, evitando desta forma os problemas de toxicidade 
(Bharali, 2010; Feng et al., 2007).  
 
1.6 Agentes quimioterapêuticos 
1.6.1 A Cisplatina 
A cisplatina (cis-diaminodicloro-platina(II)) (Figura 1.8), consiste no primeiro complexo 
de platina a ser aplicado na terapêutica do cancro, dada a sua notória eficácia na inibição da 
divisão de células de Escherichia coli como demonstrado por Rosenberg em 1965 (Kelland, 
2007; Kostova 2006; Desoize 2004; Desoize e Madoulet, 2002; Rosenberg et al., 1965). Este 
complexo é caraterizado como uma molécula alquilante bifuncional, uma vez que cada 
molécula de cisplatina apresenta a capacidade de estabelecer duas ligações covalentes com o 
DNA, resultando na formação de adutos no DNA, através dos quais a cisplatina promove a sua 
atividade anti-tumoral (Helleday et al., 2008; Kelland, 2007). A descoberta da aplicação 
terapêutica da cisplatina teve um grande impacto clínico no tratamento de vários cancros 
humanos, nomeadamente no cancro dos ovários e dos testículos, e ainda em outros como o 
cancro cervical, da bexiga, cabeça e pescoço (Lin et al. 2011; Marzano et al., 2009; Gabano et 
al. 2008; Hannon, 2007; Kostova 2006; Schweyer et al. 2004; Fuertes et al. 2003). Este agente 
é aplicado clinicamente em cerca de 50 a 70 % dos pacientes com cancro, em combinação com 
outros agentes quimioterapêuticos (Dyson, 2006; Kostova, 2006).  
 




Figura 1.8 - Ilustração da estrutura do complexo cis-diaminodicloro-platina (II), cisplatina (Hannon 
2007). 
 
O tratamento com a cisplatina é limitado uma vez que esta molécula promove o 
aparecimento de vários efeitos tóxicos em células de tecidos saudáveis, nomeadamente 
nefrotoxicidade, neurotoxicidade e otoxicidade, fraqueza, náuseas e vómitos, e por vezes 
anemia grave, como resultado do tratamento com concentrações elevadas e períodos 
prolongados de cisplatina (Bouchal et al., 2011; Marzano et al, 2009; Wong, 1999; Natile, 2001; 
Kostova, 2006; Boulikas et al., 2007; Hannon, 2007). Este fato deve-se grandemente à reduzida 
seletividade deste complexo para as células tumorais (Hannon, 2007). Associado aos 
problemas de toxicidade, ocorre também o desenvolvimento de resistência por parte de 
células tumorais à cisplatina, quer seja resistência adquirida ou intrínseca (Kelland, 2007). A 
resistência pode ser adquirida após diversos ciclos de tratamento com cisplatina, como ocorre 
em pacientes com, por exemplo cancro dos ovários. Por sua vez, a resistência intrínseca, é 
observada em pacientes com, por exemplo, cancro coloretal, da prostata, do pulmão ou da 
mama (Kelland, 2007).  
Assim, a descoberta da atividade anti-tumoral da cisplatina juntamente ao 
conhecimento das desvantagens após aplicação terapêutica da cisplatina, proporcionou um 
súbito e crescente interesse para o estudo e síntese de novos complexos metálicos como 
agentes anti-tumorais com melhoradas propriedades farmacológicas (Alama et al., 2009; 
Marzano et al., 2009; Zhang, 2003).  
Os principais objetivos do desenvolvimento de novos complexos consistem em 
aumentar a especificidade para as células tumorais, reduzindo assim os efeitos citotóxicos e 
citostásticos em células saudáveis, ultrapassar os mecanismos de resistência, mantendo, no 
entanto, a grande citotoxicidade associada à cisplatina (Hannon, 2007). 
Os complexos metálicos ao serem carregados positivamente, apresentam a capacidade 
de se ligar a biomoléculas carregadas negativamente, como sendo os constituintes das 
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proteínas e dos ácidos nucleicos, o que faz destes, excelentes ligandos para os iões metálicos 
(Zhang, 2003). 
O DNA tem sido o principal alvo biológico para agentes quimioterapêuticos (Neidle, 
2001). Existem três tipos principais de interações reversíveis que podem ocorrer entre os 
complexos metálicos e o DNA (Hdjilaiadis e Slentter, 2009). O primeiro tipo de interações 
envolve a formação de ligações covalentes entre os ácidos de Lewis do metal e as bases de 
Lewis do ácido nucleico, como os resíduos N7 da guanina (ligação preferencial para a 
cisplatina) (Reedijk, 1985). O segundo tipo ocorre através de interações do complexo metálico 
com os sulcos do DNA, e o terceiro tipo consiste numa interação electrostática estabelecida 
entre um complexo catiónico e o esqueleto açúcar-fosfato do DNA, que pode provocar 
modificações na estrutura do DNA e desencadear a apoptose (Hadjiliadis e Sletter, 2009). 
Os complexos organometálicos podem funcionar como agentes intercalantes, 
intercalando com o DNA consoante a presença de estruturas aromáticas planares capazes de 
originar um emparelhamento π-π com as bases azotadas. Desta forma, os ligandos têm a 
capacidade de posicionar-se entre dois pares de bases adjacentes, o que provoca um 
desenrolamento local da hélice dupla do DNA e consequentemente uma distorção da mesma. 
A quebra direta do DNA de cadeia dupla, é detetada pela proteína p53, a qual pode, em 
seguida, ativar as vias apoptóticas (Neidle, 2001). Desta forma, existe uma grande variedade 
de complexos metálicos que apresentam como átomos metálicos centrais o titânio, o gálio, o 
germânio, o paládio, o ouro, o cobalto, o ruténio e o estanho, que estão a ser intensivamente 
estudados como possíveis substituintes da cisplatina. Além disso, os compostos de cobre (II) 
parecem ser candidatos promissores para a terapia anti-tumoral (Hannon, 2007).  
 
1.6.2 Doxorrubicina 
A doxorrubicina (DOX) (Figura 1.9), isolada pela primeira vez a partir de Streptomyces 
peucetius em 1960, pertence à família das antraciclinas, e apresenta-se como um agente anti-
tumoral de ampla aplicação na terapêutica do cancro (Lee et al., 2013; Chen et al., 2013; 
Aghaee et al., 2013; Swain et al., 2003). Este composto é um dos agentes quimioterapêuticos 
com maior eficácia no tratamento de vários tipos de cancro, incluindo o linfoma, a leucemia e 
tumores sólidos (Chen et al., 2013; American Cancer Society, 2011; Swift et al., 2006). É 
também geralmente aplicado em regime combinado com outros agentes em linfoma não-
Hodgkin’s, leucemias agudas, mieloma múltiplo, cancros da mama, pulmão, ovários e outros 
(American Cancer Society, 2011; Swift et al., 2006). 
 
 




Figura 1.9 - Estrutura molecular da doxorrubicina (Stiborova et al., 2012). 
 
A atividade citotóxica da DOX advém principalmente da sua capacidade em estabelecer 
ligação e estabilização do complexo de clivagem DNA-topoisomerase IIα, que por sua vez 
resulta na inibição da função normal da enzima. Desta forma, o complexo é incapaz de religar 
as quebras produzidas na molécula de DNA e, consequente ocorre a indução do processo 
apoptótico (Aghaee et al., 2013). Existe também a indicação de outros mecanismos envolvidos 
na atividade anti-tumoral da DOX, nomeadamente a formação de espécies reativas de oxigénio 
(ROS), os quais provocam danos mitocondriais e induzem igualmente a apoptose (Koti et al., 
2013).  
Embora a DOX apresente grande eficácia anti-tumoral, algumas restrições foram 
impostas na sua aplicação clínica, nomeadamente a aquisição de resistência das células 
tumorais a este composto e a toxicidade em tecidos saudáveis, principalmente devido à sua 
toxicidade cardíaca aguda e crónica, o que provoca miocardiopatia crónica e insuficiência 
cardíaca congestiva (Lee et al., 2013; Chen et al., 2013; Aghaee et al., 2013; Swain et al., 2003). 
A DOX apresenta ainda efeitos colaterais comuns como a diminuição do número de células no 
sangue, perda de apetite, estomatite, alopecia (perda de cabelo), náuseas e vómitos, 
toxicidade do fígado e arritmia aguda (Aghaee et al., 2013). 
 
1.6.3 Compostos de Cobre 
O cobre (Cu) está presente em todos os organismos vivos como um elemento essencial 
na química redox, no crescimento e desenvolvimento celular (Marzano et al., 2009). Este 
elemento desempenha importantes papéis na funcionalidade de diversas proteínas e enzimas 
envolvidas no metabolismo de energia, respiração celular e síntese de DNA (Iakovidis, 2011; 
Marzano et al., 2009).  
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Os mecanismos homeostáticos de Cu desempenham um papel importante na prevenção 
da toxicidade deste elemento. A exposição a níveis excessivos de Cu pode por seu lado resultar 
na promoção de vários efeitos adversos, como sendo danos no fígado e nos rins, anemia e 
imunotoxicidade (Iakovidis, 2011). O Cu na forma de iões bivalentes (Cu(II)) é muito tóxico 
para os organismos inferiores, como por exemplo, bactérias e outros microrganismos. 
Analogamente, em humanos, quanto presente em concentrações elevadas, pode tornar-se 
tóxico para as células. De fato, níveis elevados de Cu têm sido encontrados em vários tipos de 
cancros humanos, como é o caso dos cancros da prostata, mama, cólon, pulmão e cérebro 
(Marzano et al., 2009). 
A toxicidade do Cu provém da sua atividade principal de produção de ROS, como 
resultado da reação direta com o oxigénio molecular, promovendo desta forma dano oxidativo 
nas membranas ou macromoléculas, mas também da capacidade em clivar diretamente a 
molécula de DNA e RNA (Iakovidis, 2011; Marzano et al., 2009). A ligação de iões de Cu a locais 
específicos, pode levar à modificação da conformação de proteínas, do DNA, assim como de 
biomembranas. Este tipo de ligação é dependente do tamanho e carga deste elemento, da sua 
afinidade electrónica e da geometria adotada pelo aducto formado. O Cu apresenta elevada 
afinidade para a molécula de DNA comparativamente a outro catião bivalente, promovendo, 
assim, a oxidação desta molécula (Marzano et al., 2009). Assim, a procura e o estudo de novos 
agentes com potenciais propriedades anti-tumorais são direcionados para complexos 
biologicamente ativos formados por iões essenciais, como é caso do Cu (Iakovidis, 2011; 
Morzano et al., 2009).  
Existe pouca informação sobre os mecanismos de ação dos complexos metálicos não-
platinados, contudo está claro que os iões metálicos podem atuar de variadas formas 
diferentes relativamente à dos compostos de platina. Estes complexos não-platinados 
apresentam ainda diferente biodistribuição e toxicidade relativamente aos compostos de 
platina o que leva a que estes complexos sejam eficazes contra tumores humanos que possam 
apresentar resistência a complexos de platina convencionais. E uma vez sendo o Cu, um 
elemento essencial este apesenta-se menos tóxicos do que os metais não-essenciais, como a 
platina. Isto despertou a que nos últimos anos várias famílias de ccompostos de Cu tenham 
sido estudados como potenciais agentes anti-tumorais (Marzano et al., 2009).  
 
1.7 Introdução ao Tema da Tese  
Este estudo tem por base o conhecimento de que compostos de Cu apresentam-se 
como potenciais agentes anti-tumorais, tendo por base diferentes mecanismos de ação e 
toxicidade em células tumorais relativamente a compostos platinados, que são conhecidos 
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pela sua grande aplicação em quimioterapia, considerando assim os compostos de Cu como 
uma melhorada abordagem terapêutica (Iakovidis, 2011; Marzano et al., 2009) 
O objetivo principal desta dissertação consiste na determinação dos mecanismos e alvos 
biológicos subjacentes à ação de um composto de Cu, denominado de ZM-II (Figura 1.10). Para 
tal, numa primeira fase procedeu-se à realização de ensaios de viabilidade celular em linhas 
celulares tumorais e não-tumorais para a avaliação da citotoxicidade deste composto em 
linhas tumorais e não-tumorais. Subsequentemente, caracterizou-se o mecanismo de indução 
de morte celular subjacente à sua atividade antiproliferativa. Foi ainda avaliada a capacidade 
deste composto interagir com o DNA, elucidando o tipo de interação e o seu efeito genotóxico.  
Este projeto apresenta também como objetivo a identificação de genes alvo deste 
composto por comparação do proteoma de linhas tumorais expostas ou não há presença do 
composto. Apresentado particular interesse em proteínas envolvidas na resposta a stress 
oxidativo, apoptose e sinalização celular. 
  
 
Figura 1.10 - Estrutura molecular do composto de cobre [Cu (4-metilbenzenosulfunato) 2 (4`-fenil-
2,2':6',2''-terpiridina)], (ZM-II). 
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2. Materiais e Métodos 
2.1 Composto em estudo 
O composto de cobre [Cu (4-metilbenzenosulfunato) 2 (4`-fenil-2,2':6',2''-terpiridina)] 
(referido como ZM-II) foi sintetizado no Centro de Química Estrutural do Instituto Superior 
Técnico. O composto é constituído por dois ligandos de 4-metilbenzenosulfonato e um de 4`-
fenil-2,2`:6`,2`2``-terpiridina e o seu metal de coordenação é o átomo de Cu. Foi preparada 
uma solução stock de 88,2 mM em DMSO, posteriormente aliquotada e mantida à 
temperatura ambiente. A sua estrutura bem como informação adicional referente à fórmula 
química, peso molecular e o seu solvente encontram-se representados na Tabela 2.1.  
 












2.2 Estudo em Linhas Celulares Humanas 
Neste trabalho experimental utilizaram-se três linhas celulares tumorais humanas, 
HCT116 (linha celular de carcinoma coloretal), HepG2 (linha celular de carcinoma 
hepatocelular) e MCF-7 (linha celular de cancro da mama), cedidas pela Professora Doutora 
Cecília Rodrigues do Research Institute for Medicine and Pharmaceutical Sciences (iMed), 
Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa.  
A linha celular tumoral HCT116 é proveniente do colon de um homem já adulto com 
carcinoma coloretal, e é constituído por células epiteliais aderentes. A linha celular tumoral 
HepG2 provém do fígado de um adolescente de 15 anos do sexo masculino com carcinoma 
hepatocelular diferenciado, sendo também constituída por células epiteliais aderentes. A linha 
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celular tumoral MCF-7 foi isolada a partir de uma glândula mamária de uma mulher de 69 anos 
com adenocarcinoma e, é constituída, igualmente, por células epiteliais aderentes ( 
Com o intuito de avaliar a toxicidade do composto em estudo em células não-tumorais, 
recorreu-se à utilização de duas linhas celulares: a linha celular epitelial mamária MCF-10A, 
cedida pelo Professor Doutor António Sebastião Rodrigues do Departamento de Genética do 
Centro de Investigação em Genética Molecular e Humana (CIGMH), Faculdade de Ciências 
Médicas da Universidade Nova de Lisboa, e uma cultura celular primária de fibroblastos, 
cedida pela Professora Doutora Isabel Carreira do Laboratório de Genética Molecular de 
Cardiopatias e Neurociências, Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.  
A linha celular não-tumoral MCF-10A foi obtida a partir da glândula mamária de uma 
mulher de 36 anos que apresentava doença fibrocística e é constituída por células epiteliais 
aderentes. A linha celular de fibroblastos, também estes aderentes, provém da propagação de 
uma cultura primária derivada de tecido neonatal. 
 
2.2.1 Cultura das Linhas Celulares Humanas 
As linhas celulares tumorais humanas HCT116, HepG2 e MCF-7 e a linha celular não-
tumoral de fibroblastos foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM; Invitrogen, New York, EUA) suplementado com 10 % (v/v) de Soro Fetal 
Bovino (FBS; Invitrogen) e 1 % (v/v) de antibiótico/antimicótico Penicilina-Estreptomicina (Pen-
Step+Antimycotic; Invitrogen), denominado assim de meio de cultura completo, em frascos de 
cultura BD Falcon de 75 cm2 (BD Biosciences, New Jersey, EUA). Para a linha celular tumoral 
HepG2 adicionou-se ao meio de cultura completo, 1 % (v/v) de aminoácidos MEM Non 
Essential Amino Acids 100x (Invitrogen). A linha celular não-tumoral MCF-10A foi cultivada em 
meio de cultura DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado com 0,5 mg/mL de hidrocortisona (1 
mg/mL) (Sigma, Missouri, EUA), 5 % (v/v) de soro de cavalo (Sigma) e 20 ng/mL de EGF (100 
μg/mL) (Sigma), ao qual foram posteriormente adicionados 100 ng/mL de toxina colérica (1 
mg/mL) (Sigma) e 10 μg/mL de insulina (10 mg/mL) (Sigma). Os frascos de cultura foram 
seguidamente incubados a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa, numa estufa 
de CO2 (Leec, Nottingham, Reino Unido). 
 
2.2.2 Manutenção das Linhas Celulares Humanas 
A renovação semanal das culturas foi realizada ao ser atingida uma confluência de 
aproximadamente 80 %, sendo esta determinada por observação ao microscópio ótico 
invertido Olympus CXX41 (Olympus, Tóquio, Japão). Assim, foi aspirado todo o meio de cultura 
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e foram adicionados 5 mL de tripsina (Invitrogen), incubando posteriormente o frasco de 
cultura a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa por 5 minutos (min), até as 
células perderem a aderência à base do frasco. Seguidamente adicionaram-se 5 mL de meio de 
cultura completo para neutralizar a ação da tripsina e transferiu-se o volume total para tubos 
BD Falcon de 50 mL (BD Biosciences), centrifugando-os a 1500 rotações por minuto (rpm) 
durante 5 min numa centrífuga (Hettich EBA21, Tuttlingen, Alemanha) com eliminação 
posterior do sobrenadante. De seguida, ressuspendeu-se o sedimento celular em 2 mL de meio 
completo. Num novo frasco de cultura de 75 cm2 colocaram-se 15 mL de meio de cultura 
completo fresco e adequado a cada cultura celular, adicionou-se os 50 μL de suspensão celular 
e incubou-se a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. 
 
2.3 Avaliação do Potencial Citotóxico  
2.3.1 Ensaio de Viabilidade Celular  
A avaliação da citotoxicidade induzida pelo composto ZM-II foi efetuada para as linhas 
celulares tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7 bem como para as linhas celulares não-tumorais 
de fibroblastos e MCF-10A. 
Para os ensaios de viabilidade utilizou-se uma densidade celular de 0,75×105 células/mL. 
Para tal, determinou-se a densidade celular através da contagem de células viáveis, pelo 
método de exclusão por azul de Trypan, um corante que apenas penetra nas células com a 
membrana plasmática danificada, permitindo distinguir as células viáveis, que não o 
incorporam, das células não viáveis que se encontram coradas de azul. A contagem celular foi 
efetuada recorrendo ao uso de um hemocitómetro (Hirschmann, Eberstadt, Alemanha) e de 
uma solução contendo 50 μL de suspensão celular (obtida no ponto 2.2.2), 100 μL de azul de 
Trypan a 0,4% (v/v) (Sigma) e 350 μL de meio completo, posteriormente visível ao microscópio 
ótico. A densidade celular foi então determinada a partir da equação (1), em que fd 
corresponde ao fator de diluição utilizado:   
 
( )     
          
  
 
                             
 
     (                   )    
 
Após determinado o volume necessário para preparar uma solução com 0,75×105 
células/mL, distribuíram-se 100 μL em cada poço de uma placa de 96 poços de fundo plano 
(Orange Scientific, Braine-l’Alleud, Bélgica), e incubou-se a placa a 37ºC, 5% (v/v) CO2 e 99 % de 
humidade relativa durante 24 horas (h) a fim de as células aderirem ao fundo do frasco. 
Observou-se a placa ao microscópio invertido para avaliar o aspeto das células e a confluência, 
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que deverá ser aproximadamente 80 %. Prepararam-se, então, soluções do composto ZM-II a 
várias concentrações, desde 0,025 a 500 μM para HCT116, HepG2 e MCF-7, 0,025 a 100 µM 
MCF-10A e 0,01 a 10 µM para a linha celular de fibroblastos, por diluição da solução stock em 
meio de cultura. Os controlos foram preparados por adição de DMSO a 0,1 % (v/v) (Sulfóxido 
de dimetilo; Sigma). Aspirou-se o meio de cultura de cada poço da placa e adicionaram-se 100 
μL de cada uma das soluções preparadas anteriormente, incubando-se a placa a 37 ºC, 5 % 
(v/v) CO2 e 99 % de humidade relativa durante 48 h. Para avaliação da viabilidade celular foi 
utilizado o Kit, CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, 
Fitchburg, EUA), segundo as instruções do fabricante. No fim do período de exposição ao 
composto, aspirou-se o meio e adicionaram-se, a cada poço, 100 μL de uma solução de MTS 
((3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) / PMS 
(metossulfato de fenazina), na proporção de 100 µL (meio de cultura completo) : 20 µL MTS : 1 
µL PMS. A placa foi incubada a 37 ºC, 5 % (v/v) CO2 e 99 % de humidade relativa durante 30 
min e leu-se a absorvância a 490 nm num leitor de microplacas Multiskan FC Microplate 
Photometer (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA).  
A conversão do MTS na sua forma aquosa solúvel (formazano) ocorre na presença de 
desidrogenases mitocondriais, que se encontram presentes em células metabolicamente 
ativas. Assim, a quantidade de formazano produzido nesta reação é diretamente proporcional 
ao número de células viáveis presentes em cultura. 
A viabilidade celular (%) foi determinada através da aplicação da equação (2): 
 
( )                         ( )   (         (        )          (        )      
 
O ensaio foi efetuado em triplicado para cada concentração de composto. O valor de 
IC50 (do inglês, Inhibitory Concentration) relativo foi determinado recorrendo ao programa 
GraphPad (GraphPad Software Inc., CA, EUA). 
 
2.4 Avaliação do Potencial Apoptótico 
2.4.1 Análise por microscopia de fluorescência de células marcadas com 
Hoechst 33258  
A avaliação da capacidade do composto ZM-II induzir a apoptose foi realizada em células 
de ambas as linhas celulares tumorais HCT116 e HepG2 recorrendo a microscopia de 
fluorescência através da marcação com a sonda Hoechst 33258. A sonda Hoechst 33258 possui 
grande afinidade para os ácidos nucleicos e, quando ligada ao DNA emite fluorescência 
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(comprimentos de onda de excitação e emissão de 352 e 461 nm, respetivamente), o que por 
sua vez, permite que seja possível detetar alterações na morfologia nuclear (condensação da 
cromatina e/ou de fragmentação) em células marcadas com esta sonda através da análise por 
microscopia de fluorescência (Cao et al., 2011; Hoechst Stains, MP21486, Invitrogen, 2005). 
Prepararam-se culturas das linhas tumorais HCT116 e HepG2 com uma densidade celular final 
de 1×105 células/mL em placas de 35 mm (Orange Scientific). De seguida, incubaram-se as 
placas a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa por 24 h. Após este período, 
aspirou-se o meio de cultura e as células foram expostas a 2 mL de cada solução do composto 
a concentrações crescentes (de 0,025 a 0,1 µM preparadas por diluição da solução stock em 
meio de cultura completo) ou de uma solução de DMSO a 0,1 % (v/v) (controlo) e, incubaram-
se a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa, durante 48 h. De seguida, aspirou-se 
o meio e lavaram-se as células três vezes com 1 mL de Tampão Fosfato Salino 1x (PBS 1x, 
Invitrogen). As células foram fixadas ao ser adicionado 1 mL de uma solução fria de 
paraformaldeído a 4 % (v/v) em PBS 1× e através da incubação das placas durante 10 min à 
temperatura ambiente na ausência de luz. Lavaram-se novamente as células três vezes com 1 
mL de PBS 1x. Em seguida, adicionou-se a cada placa 1 mL de solução de Hoechst 33258 
(Sigma) (2 µL de Hoechst 33258 a 5 mg/mL em 1 mL de PBS 1x) e incubaram-se as placas, à 
temperatura ambiente na ausência de luz durante 15 min. Lavaram-se as células três vezes 
com PBS 1X e adicionaram-se 20 μL de uma solução de glicerol em PBS 1x na proporção 1:3 
(v/v) no centro de cada placa e, cuidadosamente colocou-se uma lamela por cima. Por fim, as 
células foram observadas ao microscópio de fluorescência Olympus BX51 (Olympus) e 
fotografadas com a máquina fotográfica Olympus DP50 (Olympus) acoplada ao microscópio, 
sendo as imagens adquiridas com o software AnalySIS Soft Imaging System (Olympus). O 
ensaio foi realizado em triplicado. 
 
2.4.2 Marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio (IP) 
Com o intuito de confirmar a indução da apoptose pelo composto ZM-II e conseguir 
diferenciar células em apoptose inicial de células em apoptose tardia e, ainda de células 
necróticas, foi efetuada a dupla marcação com Anexina V-FITC e IP (Brumatti et al., 2008). 
Neste ensaio foi utilizado o Annexin-V FITC Apoptosis Kit (Invitrogen), que utiliza 
anexina-V marcada com fluoresceína (anexina-V FITC) em conjunto com o iodeto de propídio 
para detetar células em apoptose. A proteína anexina-V apresenta grande afinidade de ligação 
à fosfatidilserina, um fosfolípido membranar que é externalizado para o folheto externo da 
membrana celular durante a apoptose. Por outro lado, o IP penetra na célula e liga-se ao DNA 
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sempre que existe perda de integridade membranar, processo associado a necrose ou a 
apoptose tardia (Cao et al., 2011; Invitrogen, 2010; Brumatti et al., 2008). 
O ensaio de marcação com Anexina V-FITC e IP foi realizado no Laboratório de 
Imunologia, da Faculdade de Ciências Médicas, Universidade Nova de Lisboa, com base num 
protocolo previamente estabelecido com a Professora Doutora Paula Videira. 
Neste ensaio foi utilizada a linha celular tumoral HCT116. Prepararam-se culturas das 
células desta linha em frascos de cultura de 25 cm2, com uma densidade celular de 0,75x105 
células/mL e incubaram-se a 37 ºC, 5 % (v/v) CO2 e 99 % de humidade relativa, durante 24 h. 
Após a remoção do meio de cultura antigo, as células foram expostas a concentrações de 0,05 
e 0,1 µM do composto ZM-II (diluições da solução stock em meio de cultura completo) ou a 0,1 
% (v/v) de DMSO (controlo) e, posteriormente incubadas a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de 
humidade relativa, durante 48 h. Seguidamente aspirou-se o meio dos frascos de cultura e 
adicionaram-se 1,5 mL de tripsina, incubando por 5 min a 37 ºC, 5 % (v/v) CO2 a 99% de 
humidade relativa. O volume total foi transferido para tubos BD Falcon de 50 mL e 
centrifugado a 1500 rpm durante 5 min a 25 ºC, eliminando-se em seguida o sobrenadante. 
Posteriormente lavaram-se as células com 2 mL de PBS 1x e centrifugou-se novamente a 1500 
rpm durante 5 min a 25 ºC, eliminando-se os sobrenadantes. Para a marcação das células com 
a anexina V-FITC e IP foi usado o Kit Annexin-V FITC Apoptosis (Invitrogen), de acordo com as 
instruções do fabricante. Assim, ressuspenderam-se os sedimentos obtidos em 100 µL de 
tampão de ligação da Anexina V 1x e, de seguida, adicionaram-se 5 µL de Anexina-V conjugada 
com FITC e 10 μL de IP e incubou-se durante 15 min à temperatura ambiente na ausência de 
luz. No final deste período, o volume nos tubos de centrífuga foi transferido para novos tubos, 
aos quais foram adicionandos 400 μL de tampão de ligação da Anexina-V 1x. As amostras 
foram analisadas no citómetro de fluxo Attune® Cytometric software (Life Technologies), 
através da aquisição de 10000 eventos por cada amostra. Os ensaios foram realizados em 
triplicado.  
 
2.5 Análise da expressão de genes envolvidos na apoptose  
A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real (qPCR) tem mostrado ser um 
método eficaz na quantificação da expressão de genes (Livak e Schmittgen, 2001).  
Deste modo, para a análise da ação do composto em estudo sobre a expressão de genes 
envolvidos no processo apoptótico, recorreu-se à técnica de qPCR analisando-se a expressão 
dos genes BAX, BCL2 e CASP3 que codificam as proteínas Bax, Bcl-2 e caspase-3, 
respetivamente. 
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Utilizou-se a linha celular tumoral HCT116, preparando-se frascos de cultura de 25 cm2 
com uma densidade celular final de 1x105 células/mL, que foram posteriormente incubadas a 
37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa, durante 24 h. As células foram 
seguidamente expostas a 0,05 µM do composto ZM-II (diluição da solução stock em meio de 
cultura completo) ou a 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo) e, incubaram-se a 37 ºC, 5 % (v/v) de 
CO2 e 99 % de humidade relativa, por 3, 6, 9 e 12 h. 
 
2.5.1 Extração do RNA Total  
Após a incubação nas condições referidas, as células foram colhidas ao transferir-se o 
meio existente nos fracos de cultura para um tubo BD Falcon de 50 mL e pela adição de 1,5 mL 
de tripsina a cada frasco de cultura e incubação a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade 
relativa, durante 5 minutos, com posterior centrifugação a 2500 rpm por 5 minutos, 
ressuspendendo-se o sedimento em 1 mL de PBS 1x gelado para lavagem das células. 
Centrifugou-se novamente a 2500 rpm durante 5 minutos e eliminou-se o sobrenadante.  
Para a extração do RNA total utilizou-se o Kit SV Total RNA Isolation System (Promega), 
seguindo o procedimento descrito pelo fabricante. De seguida, as amostras de RNA foram 
quantificadas no NanoDrop2000 (Thermo Scientific), por espectrofotometria a 260 nm. O grau 
de pureza do RNA foi ainda avaliado no NanoDrop, com base nas razões A26/A280 e A260/A230. A 
primeira razão permite avaliar as quantidades relativas de proteínas que podem estar a 
contaminar a amostra (valor inferior a 1,8) e o resultado deve ser de cerca de 2 para amostras 
puras de RNA. Já a razão A260/A230 deve estar entre 2,0 e 2,2, uma vez que valores inferiores 
indicam a existência de contaminantes que absorvem a 230 nm (SV Total RNA Isolation System 
Kit, TM048, Promega 2009). As amostras de RNA total foram armazenadas a -80 ºC até 
utilização. 
 
2.5.2 Síntese de cDNA 
A síntese de cDNA a partir do RNA total foi realizada utilizando o Kit cDNA Synthesis 
(Bioline, Londres, Reino Unido), de acordo com o procedimento descrito pelo fabricante, 
baseado a reação da enzima transcriptase reversa. Posteriormente, determinou-se a 
concentração das amostras de cDNA por espectrofotometria a 260 nm, no NanoDrop. O grau 
de pureza do cDNA foi igualmente avaliado no NanoDrop, com base nas razões A260/A280 e 
A260/A230. As amostras de cDNA foram de seguida armazenadas a 4 ºC até à sua posterior 
utilização. 
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2.5.3 Amplificação de cDNAs de genes alvo por PCR em tempo real 
A análise de alterações na expressão dos genes envolvidos no processo apoptótico BAX, 
BCL2 e CASP3 na presença do composto em estudo foi realizada através da amplificação dos 
cDNAs sintetizados (ponto 2.6.2) por reacções de PCR em tempo real. Para este ensaio, 
utilizou-se o Kit SensiFASTTM SYBR No-ROX (Bioline), no entanto efetuou-se algumas alterações 
ao protocolo do fabricante. A variação da expressão dos genes em estudo foi normalizada com 
base no valor de expressão para o gene rRNA18S5 (controlo interno) (Livak e Schmittgen, 
2001). Na tabela 2.2 estão representadas as sequências dos primers forward e reverse 
(Metabion, Martinsried, Deutschland), bem como o tamanho do amplicão em pares de bases 
(pb), para cada gene referido anteriormente.  
 
Tabela 2.2 - Sequência dos primers forward e reverse e tamanho do amplicão para cada gene em estudo. 
Genes primer forward (5’-3’) primer reverse (5´-3’) Amplicão (pb) Referência 
BAX TGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA ACGGCGGCAATCATCCTCTG 172 
Li et al., 2010 
BCL2 CTTCGCCGAGATGTCCAGCCA CGCTCTCCACACACATGACCC 152 
CASP3 TACCAGTGGAGGCCGACTTC GCACAAAGCGACTGGATGAAC 103 
RNA18S5 GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 151 
 
 
Prepararam-se as mastermixes para as reacções de PCR, com volume final de 10 μL, 
contendo 5 μL de 2x mix SensiFAST SYBR No-ROX, DNA molde (85 ng), concentrações variáveis 
de primers forward e primers reverse (tabela 2.3), e água destilada (dH2O) até perfazer os 10 
μL.  
 
Tabela 2.1 – Concentrações utilizadas de primers forward e reverse para a amplificação dos genes 
RNA18S5, BAX, BCL-2, CASP-3. 
Genes 
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Para a amplificação dos genes BAX, BCL2, CASP3 e RNA18S5 que codifica as proteínas 
Bax, Bcl-2 e caspase-3 e rRNA 18S5 respetivamente, utilizou-se o aparelho LightCycler® 480 
(Roche, Basel, Suíça), seguindo o programa descrito na tabela 2.4.  
 
Tabela 2.4 - Programa de PCR utilizado para amplificação dos genes BAX, BCL2, CASP3 e rRNA18S5 das 
amostras de cDNA. 
Ciclo Térmico Ciclos Temperatura (ºC) Tempo 




Annealing 59-65 10s 
Extensão 72 10s 
 
 
A deteção dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose 
(Bioline) a 2% (p/v), corado com 2 % (v/v) de GelRed (10000x) (Biotarget, Portugal), a 110 V 
durante 50 min, em solução tampão TAE 1x (composição TAE 10x: 1,7 M de NaCl, 0,03 M de 
KCl, 0,1 M de Na2HPO4 e 0,01 M de K2HPO4). O marcador de pesos moleculares utilizado foi o 
HyperLadder IV (Bioline). O gel foi visualizado posteriormente num transiluminador UVIpure 
(UVITEC, Cambridge, Reino Unido) sob luz UV, e fotografado com uma câmara Kodak 
AlphaDigiDoc (Alpha Innotech, Califórnia, EUA). A aquisição da imagem foi efetuada através do 
software AlphaEaseFC (Alpha Innotech).  
A quantificação da variação relativa da expressão dos genes utilizando o PCR em tempo 
real (qPCR) requer a aplicação do método comparativo de threshold (Ct), e a indução do fold 
das amostras foram comparadas com as amostras tratadas. Os resultados foram expressos em 
relação ao gene de referência, utilizando a seguinte fórmula (3):  
 
( )         (                      ) 
 
Para determinar os níveis de expressão relativa, foi utilizada a seguinte fórmula: 
 
( )          (                            )  
 
Assim, variação do fold nos genes alvos foram normalizados relativamente ao controlo 
interno. Por fim, o valor da variação da expressão dos genes alvo foi determinado utilizando a 
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expressão da 2-ΔΔCt. A média e o desvio padrão são, então, determinados a partir das amostras 
em triplicado (Livak e Schmittgen, 2001; Alshatwi, 2010). 
 
2.6 Progressão do Ciclo Celular  
A análise da progressão do ciclo celular foi efetuada no âmbito de um protocolo 
previamente estabelecido com a Professora Doutora Paula Videira. 
Para esta análise utilizou-se a linha celular tumoral HCT116, cujas células foram 
cultivadas em frascos de cultura de 25 cm2 com uma densidade celular final de 1×105 
células/mL e incubadas durante 8h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. As 
células foram sincronizadas por um duplo bloqueio com timidina, de forma a ficarem retidas 
no início da fase S (Borralho et al., 2009). O protocolo seguinte foi realizado de acordo com o 
descrito por Borralho e colaboradores (2009). Após as 8 h de incubação na presença do 
composto ZM-II, as células foram sujeitas a um primeiro bloqueio pela adição de 2 mM de 
timidina (Sigma) ao meio de cultura e incubação durante 14 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % 
de humidade relativa. Em seguida, removeu-se o meio com timidina, adicionou-se meio fresco 
e incubaram-se os frascos durante 10 horas nas mesmas condições anteriores. Seguidamente, 
as células foram novamente expostas a uma solução de 2 mM de timidina em meio de cultura 
(2º bloqueio) e incubaram-se por 14 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. 
Após este período de incubação, removeu-se o meio com timidina e incubaram-se as células 
com 0,05 μM do composto em estudo ou 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo), e incubaram-se as 
células a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa, por períodos de 8 e 24 h. As 
células de uma das culturas foram fixadas, de acordo com o protocolo descrito em seguida, 
imediatamente após a terminação do segundo bloqueio (0 h) e utilizadas como controlo do 
método de sincronização. 
O meio de cultura foi recolhido para tubos BD Falcon de 15 mL (BD Biosciences) 
juntamente com as células colhidas após tripsinização (5 mL de tripsina durante 5 min a 37 ºC, 
5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa) e centrifugou-se a 1500 rpm durante 5 minutos, 
eliminando-se por fim os sobrenadantes. Em seguida, as células foram ressuspensas em 1 mL 
de PBS 1x gelado para lavagem e centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos, eliminando-se 
novamente os sobrenadantes. Ressuspenderam-se os sedimentos obtidos em 1 mL de PBS 1x 
gelado, e seguidamente foi adicionado gota a gota, 1 mL de uma solução gelada de etanol a 80 
%, com agitação suave em vórtex, para fixação das células. As amostras foram mantidas em 
gelo por um período de 30 min, sendo de seguida armazenadas a 4 ºC no mínimo durante 18 
h. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm durante 5 min, desprezaram-se os sobrenadantes, 
e ressuspenderam-se os sedimentos em 1 mL de uma solução de IP (50 µg/mL) em 250 μL de 
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uma solução de 50 μg/mL de RNase A em PBS 1x. e incubaram-se as amostras na ausência de 
luz durante 30 min à temperatura ambiente.  
A análise da progressão do ciclo celular após exposição ao composto com a análise da 
distribuição das células pelas diferentes fases do ciclo celular foi efetuada por citometria de 
fluxo, no citómetro de fluxo Attune® Cytometric software (Life Technologies), pela aquisição de 
10000 eventos por amostra. O ensaio foi realizado em triplicado. 
 
2.7 Estudos da Interação do compostos ZM-II com o DNA 
2.7.1 Espectroscopia de Absorção (Titulação UV) 
Com o intuito de caracterizar inicialmente a interação entre o composto ZM-II e a 
molécula de DNA, foram utilizados ensaios de espectroscopia de absorção. A interação do ZM-
II com o DNA foi avaliada utilizando DNA de timo de bezerro (CT-DNA, do inglês Calf Thymus-
DNA; Invitrogen). A concentração de CT-DNA, por nucleótido, foi anteriormente determinada 
pela leitura de absorvância a 260 nm em NanoDrop, e utilização do coeficiente de extinção 
molar de 6600 M-1cm-1, com posterior aplicação da lei de Lambert-Beer, equação (5):  
 
( )         𝓁   , 
em que A corresponde  à absorvância,  Ԑ (mol-1·L·cm-1)  ao coeficiente de extinção molar, 
ℓ (cm) ao percurso ótico e C (mol·L-1) à concentração da espécie  (Gallego et al., 2011). 
Seguidamente foram preparadas várias soluções, contendo tampão 5 mM Tris HCl 
(Merck), 50 mM NaCl (Panreac), pH 7,02, adicionou-se o CT-DNA em concentrações crescentes 
(0 a 27 µM). A cada uma das soluções foram adicionados uma concentração fixa de 5 µM de 
composto ou 0,01 % de DMSO (solução de referência). Posteriormente, as soluções foram 
incubadas a 37ºC durante 24h. Após este período, foram traçados os espectros de absorção na 
região dos UV-Visível (entre 230 e 400 nm), este foram adquiridos a partir do 
espectrofotómetro Evolution 300-UV-Vis (Thermo Scientific) de feixe duplo. Para a 
determinação da constante de afinidade para o DNA (Kb) dos compostos ao DNA, utilizaram-se 
os valores de absorvância a 287 nm, correspondentes ao comprimento de onda no qual se 
verifica o máximo de absorvância para o composto, que foram corrigidos por subtração dos 
valores de absorvância no mesmo comprimento de onda obtidos para o controlo (0,01 %). 
Desta forma, a constante de ligação foi estimada por aplicação da equação (6):  
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onde a [DNA] (µM) corresponde à concentração de DNA; Ԑf ao coeficiente de extinção 
molar do composto na sua forma livre, determinado pela equação de Lambert-Beer, através 
do declive de uma reta de calibração resultante de um espectro traçado entre a absorvância a 
287 nm vs a concentração do composto (3 µM) em tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7; 
Ԑb ao coeficiente de extinção molar do composto quando ligado ao DNA; Ԑa ao coeficiente de 
extinção molar aparente calculado através da fórmula AbsCorrigida/ [Composto]; e Kb (M
-1) à 
constante de afinidade para o DNA, que por sua vez foi determinada pela razão entre o declive 
(1/(Ԑb-Ԑf)) e a ordenada na origem (1/Kb(Ԑb-Ԑf)) de uma reta resultante de um ajuste linear ao 
gráfico [DNA](Ԑa-Ԑf) vs [DNA] (equação 6).  O ensaio foi efetuado em triplicado. 
 
2.7.2 Ensaio de Retardamento da Mobilidade Electroforética (EMSA) 
2.7.2.1 Cultura de Escherichia coli 
Para a realização dos ensaios de EMSA utilizou-se DNA plasmídico pBluescript II SK+ 
(pBSK II; Agilent Technologies, Califórnia, EUA). As células de Escherichia coli da estirpe DH5α 
transformadas com o plasmídeo pBSK II foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB; 
Applichem, Darmstadt, Alemanha) suplementado com ampicilina (100 μg/mL) (Bioline), por 
um período de 16 h a 37 ºC, numa incubadora G25 (News Brunswick Scientific, New Jersey, 
EUA) com agitação orbital de 250 rpm.  
 
2.7.2.2 Extração de DNA Plasmídico (pBSKII) 
O DNA plasmídico (pBSK II) foi extraído recorrendo ao kit de extração NZYMiniprep 
(Nzytech, Portugal), de acordo com as instruções do fabricante, à exceção do passo de eluição 
que foi realizado pela adição de tampão 50 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl, pH 7,25, pré-aquecido a 
70 ºC. O DNA plasmídico pBSKII foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm, no 
Nanodrop. O grau de pureza do DNA plasmídico foi igualmente avaliado no NanoDrop, com 
base nas razões A260/A280 e A260/A230. A razão Abs260/Abs280 deve ser de cerca de 1,8 para 
amostras consideradas puras (NanoDrop Technical Support Bulletin, T009, NanoDrop 
Technologies Inc. 2007). Por outro lado, a razão Abs260/Abs230 deve estar entre 2,0 a 2,2, uma 
vez que valores inferiores são indicadores de contaminantes que absorvem a 230 nm 
(NanoDrop Technical Support Bulletin, T009, NanoDrop Technologies Inc. 2007). A integridade 
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do DNA plasmídico foi observada por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % (p/v) em solução 
TAE 1x, corado com 2 % (v/v) de GelRed. 
 
2.7.2.3 Procedimento EMSA 
O DNA plasmídico pBSK II (200 ng por amostra) foi incubado durante 24 h a 37 ºC na 
presença de concentrações crescentes do composto em estudo (de 10 a 100 μM), ou 9,5 % 
(v/v) de DMSO (controlo), em tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7,02, num volume 
reacional final de 20 μL. Após incubação, as amostras foram sujeitas a eletroforese em gel de 
agarose a 0,7 % (p/v) em tampão TAE 1x, a 80 V durante 2 h e 30 min. Utilizou-se o λ 
DNA/HindIII (Fermentas, Maryland, EUA) como marcador de pesos moleculares. O gel foi 
posteriormente corado numa solução de brometo de etídio (Invitrogen) a 0,05 μg mL-1 em 100 
mL de dH2O, durante 30 minutos, com agitação. O gel foi visualizado no transiluminador 
UVIpure e as imagens adquiridas através da câmara Kodak AlphaDigiDoc e do software 
AlphaEaseFC. A análise dos géis foi efetuada por densitometria através do software 
GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com). Os ensaios foram realizados em triplicado. 
  
2.7.2.4 EMSA na Dependência do Tempo 
Neste ensaio, o DNA plasmídico pBSK II (200 ng por amostra) foi incubado a diferentes 
tempos 1, 5, 20, 24 e 48 h, a 37 ºC, com o composto nas concentrações de 10 e 50 µM, e o 
controlo (9,5 % (v/v) de DMSO) foi apenas incubado a 48 h, em tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM 
NaCl, pH 7,02, num volume reacional final de 20 μL. Após incubação, adicionaram-se 5 µL de 
tampão de deposição contendo 25 mM de EDTA a cada amostra, com o intuito de parar a 
reação de interação entre o DNA e o composto em estudo. De seguida, as amostras foram 
colocadas em gelo durante 30 min e guardadas a 4 ºC. A eletroforese em gel de agarose e a 
aquisição dos géis foram efetuados tal como descritos no ponto anterior (ponto 2.7.2.3). A 
análise dos géis foi efetuada novamente por densitometria utilizando software GelAnalyzer. Os 
ensaios foram realizados em triplicado.  
 
2.8 Deteção de quebras no DNA – Eletroforese em gel de célula única ou 
Ensaio Comet 
Com o intuito de quantificar a quantidade de DNA fragmentado, resultante de quebras 
simples ou duplas na molécula de DNA, o ensaio COMET revela-se como um método eficaz, 
sendo considerado um teste de avaliação de genotoxicidade (Collins et al. 2008; Singh et al., 
1998; Collins et al. 1997,). 




2.8.1 Preparação das lâminas  
Para os ensaios Comet foram utilizadas lâminas de extremidade fosca para fácil 
identificação. As lâminas foram limpas, com álcool a 70 % e secas com papel absorvente. 
Posteriormente colocou-se agarose de elevado ponto de fusão (HMPA) a 1,5 % (p/v) derretida 
num copo de Coplin e mergulharam-se as lâminas, retirando-as de imediato e limpando a 
parte inferior de modo a ter apenas uma face coberta por agarose. Deixou-se a agarose 
polimerizar durante 48 h a 37 ºC.  
 
2.8.2 Exposição das Células e Preparação das Amostras 
Para este ensaio, células da linha tumoral HCT116 foram cultivadas em placas de 35 mm 
(Orange Scientific) numa concentração celular de 5x105 células/mL e incubadas durante 24 h a 
37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. Seguidamente, as células foram 
incubadas na presença do composto ZM-II nas concentrações de 0,05 e 0,1 µM (diluições da 
solução stock em meio de cultura completo) e 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo negativo), 
durante 24 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. Foi ainda preparado um 
segundo controlo negativo sem adição do composto ou de DMSO, e incubou-se nas mesmas 
condições referidas acima. Como controlo positivo foi utilizado o peróxido de hidrogénio 
(H2O2; Sigma) a 0,05 % (v/v), incubando-se 30 min à temperatura ambiente. Posteriormente, 
removeu-se o meio completo e adicionou-se 1 mL de PBS 1x para recolha das células através 
do método de scraping. A suspensão celular foi sujeita a uma centrifugação a 700 xg durante 2 
min, com eliminação dos sobrenadantes. Posteriormente, as células foram lavadas com 1 mL 
de PBS 1x gelado, e centrifugadas novamente nas mesmas condições, eliminando-se os 
sobrenadantes. Os sedimentos celulares foram ressuspensos em 1 mL de PBS 1x gelado e 
procedeu-se à contagem das células através do método de exclusão por azul de Trypan. 
Preparou-se uma solução com densidade celular de 1x105 células/mL em 1 mL de PBS 1x 
gelado.  
Para o ensaio Comet preparam-se previamente as soluções de lise, neutralização e 
alcalina, que são armazenadas a 4 ºC.  
As lâminas para cada amostra foram preparadas pela adição da suspensão celular com a 
agarose de baixo ponto de fusão (LMPA; constituída por 10 mL de LMPA, 0,1 g de agarose e 10 
mL de PBS) numa razão de 1:10. Adicionaram-se 90 µL desta solução na respectiva lâmina com 
HMPA, cobrindo-se imediatamente com uma lamela de modo a espalhar uniformemente a 
amostra juntamente com LMPA. Colocaram-se as lâminas na horizontal a 4ºC, durante 30 min 
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na ausência de luz até solidificarem. Após este período, removeram-se as lamelas e as células 
foram colocadas num copo de Coplin em 100 mL da solução de lise (13,2 g de NaCl, 18,6 g de 
EDTA (Sigma) e 1,25 mL de Tris Base 4M (CALBIOCHEM, Canada), perfazendo com dH2O até 
500 mL, pH 10) suplementada com 1 mL de TrintonX-100 (Sigma) e 10 mL de DMSO 
(adicionados imediatamente antes da utilização da solução de lise), igualmente a 4 ºC, por 45 
min, na ausência de luz. As lâminas foram posteriormente expostas a uma solução alcalina 
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13), por 30 min a 4 ºC, na ausência de luz. 
 
2.8.3 Eletroforese Alcalina 
As lâminas foram colocadas na tina de eletroforese contendo a solução de eletroforese, 
a solução alcalina, num volume suficiente apenas para cobrir as lâminas. As lâminas foram 
colocadas em paralelo à direcção da corrente. Procedeu-se à eletroforese a 25 V (400 mA) 
durante 30 min a 4ºC. Seguidamente, as lâminas foram colocadas na solução de neutralização 
(0,4 M Tris-HCl, pH 7,5) durante 15 min a 4 ºC, na ausência de luz, e posteriormente numa 
solução de metanol e incubadas durante 15 min a 4 ºC, na ausência de luz. De seguida, 
deixam-se as lâminas a secar ao ar durante alguns minutos e posteriormente são colocadas 
numa estufa (Lab-Line) a 37 ºC até a análise das lâminas.  
 
2.8.4 Visualização e análise das lâminas  
Para a análise das lâminas procede-se à sua re-hidratação com dH2O durante pelo 
menos 30 min e de seguida estas foram coradas com uma solução de brometo de etídio (2 
mg/mL), colocando sobre as lâminas 20 µL e colocando de imediato uma lamela. As lâminas 
foram visualizadas num microscópio de fluorescência (Leica DFC 480) recorrendo ao programa 
Optika Vision Pro (Optika, Itália) para aquisição das imagens. Posteriormente, as imagens 
foram analisadas no programa CometScore (Tritek) (http://autocomet.com). 
 
2.9 Análise Proteómica 
2.9.1 Exposição das células ao composto ZM-II e extração dos extratos de 
proteína total 
A linha celular tumoral HCT116 foi utilizada para a realização dos ensaios de proteómica, 
que se basearam na realização da técnica de eletroforese bidimensional (2-DE eletroforese) 
dividida em duas dimensões: a 1ª dimensão consiste na focagem isoeléctrica e a 2ª dimensão 
na realização de géis SDS-PAGE. As células desta linha foram cultivadas em 5 frascos de cultura 
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de 25 cm2, com uma densidade celular de 2x105 células/mL e incubadas a 37 ºC, 5 % (v/v) CO2 
e 99 % de humidade relativa, durante 24 h. Posteriormente, para incubação das células ao 
composto, aspirou-se o meio de cultura antigo e adicionou-se, a cada frasco, 2 mL de uma 
solução de composto à concentração de 0,08 µM em meio de cultura completo ou 2 mL de 
uma solução a 0,15 % (v/v) de DMSO em meio de cultura (controlo). Os frascos de cultura 
foram incubados por 24 h a 37 ºC, 5 % (v/v) CO2 e 99 % de humidade relativa. Após este 
período, para obtenção das células aspirou-se novamente o meio de cultura e adicionaram-se 
1,5 mL de tripsina, durante 5 min, 37 ºC, 5 (v/v) % CO2 e 99 % de humidade relativa, e 
centrifugou-se a 2500 rpm, durante 5 min. Os sedimentos celulares foram lavados três vezes 
com 1 mL de PBS 1x e centrifugados a 2500 rpm durante 5 min. De seguida, preparou-se, em 
gelo, uma solução de lise contendo 1x de inibidores de fosfatases (PhosStop, Roche, Basel, 
Suíça), 1x de inibidores de proteases (Complete Mini, Roche), 0,1 % (p/v) de ditiotreitol (DTT; 
Promega, Madison, EUA) e 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma) em tampão 
de NaCl-Tris-EDTA (150 mM NaCl; 50 mM Tris; pH8; 5 mM EDTA; 2 % (p/v) de NP-40 (Thermo 
Scientific)). Os sedimentos obtidos anteriormente foram ressuspendidos em 200 µL da solução 
anterior e incubaram-se em gelo durante 1 hora. Posteriormente, observou-se o estado de lise 
celular das amostras ao microscópio Olympus BX51 em preparações contendo 5 µL da 
suspensão de lise celular. Por fim, as soluções preparadas anteriormente foram centrifugadas 
à velocidade máxima (14 000 xg) durante 10 min e recuperou-se o sobrenadante. Para 
purificação das amostras, utilizou-se o 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino 
Unido) de acordo com as indicações descritas pelo fabricante, até ao passo de adição do 
tampão de lavagem wash buffer e do wash additive, no qual se procedeu a uma incubação 
overnight a -20 ºC, em vez  de um período de incubação de apenas 30 min. A restante amostra 
não utilizada foi armazenada a -80 ºC.  
A cada amostra purificada foi adicionada 150 µL de uma solução de rehidratação, 
constituída por 120 µL de tampão de rehidratação (8 M Ureia (Sigma), 2 % (p/v) de CHAPS (GE 
Healthcare), 0,5 % (v/v) de tampão IPG pharmalyte pH 3-10 (GE Healthcare) e vestígios de azul 
de bromofenol (Riedel-de Haën, Saint Louis, EUA)), 0,6 µL de DTT a 10 % (p/v), 0,6 µL de 
PMSF a 100 mM, 15 µL de inibidores de fosfatases e 15 µL de inibidores de proteases (estes 
últimos quatro componentes adicionados no momento da utilização da solução de re-
hidratação), e estas foram mantidas durante pelo menos 2 h à temperatura ambiente. Em 
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14 000 x g durante 15 min para eliminação das 
proteínas não solubilizadas, recuperando assim o sobrenadante. Quantificou-se o extrato de 
proteína total através do Pierce Protein Assay Kit (ThermoScientific). Para tal, traçou-se uma 
reta de calibração de padrões Albumina sérica bovina (BSA, do inglês Bovine serum albumin) 
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com concentrações desde 125-1000 µg/mL, preparados pela adição de 50 µL de cada uma das 
soluções padrão e 750 µL do reagente de Pierce. Para quantificação das amostras foram 
preparadas usando 10 µL de amostra, 90 µL de água destilada e 1,5 mL de reagente de Pierce. 
As soluções permaneceram durante 5 min à temperatura ambiente. De seguida, mediu-se a 
absorvância a 660 nm no NanoDrop2000 utilizando uma solução de 50 µL de água destilada 
em 750 µL de reagente de Pierce como o zero da reta de calibração.  
2.9.2 Focagem Isoeléctrica (1ª Dimensão) 
Os volumes correspondentes a 200 µg de extrato de proteína total para cada amostra 
foram depositados ao longo de um suporte cerâmico de tiras de 7 cm IPG strip holder (GE 
Healthcare) e em cada um destes foi colocada uma tira Immobiline DryStrip pH 3-10 NL de 7 
cm (GE Healthcare), tendo o cuidado de colocar a face com gel em contato com a amostra, 
evitando ainda a formação de bolhas entre o gel e a amostra. Posteriormente, adicionou-se 
750 µL de Drystrip Cover Fluid (GE Healthcare) e a tampa dos suportes de modo a selá-los e de 
seguida foram colocados no aparelho de focagem isoeléctrica Ettan IPGphor3 IEF System (GE 
Healthcare), executando o programa descrito na Tabela 2.5.  
 
Tabela 2.5 - Condições utilizadas em cada um dos passos do programa de focagem isoeléctrica. 
Passo Duração (h) Voltagem (V) Temperatura (ºC) 
1 12 30  
 
20 
2 0,5 100 
3 0,5 500 
4 0,5 1000 
5 1 5000 
 
 
2.9.3 SDS-PAGE (2ª Dimensão) 
Para a realização dos géis SDS-PAGE utilizou-se o sistema SDS-PAGE Mini-PROTEAN® 3 
System (BioRad). Prepararam-se os géis de poliacrilamida a 12,5 % (v/v) constituídos por 4 mL 
de acrilamida/bis-acrilamida 30 % (Merck, Darmstadt, Alemanha), 2,5 mL de tampão Tris-HCl 
1,5 M pH 8,8 (Calbiochem), 3,5 mL de dH2O, 75 μL de persulfato de amónia (APS; Biorad, 
Califórnia, EUA), 10 μL de N,N,N’N-tetrametiletilenodiamina (TEMED; Sigma). Os géis foram 
colocados nas cassetes do sistema previamente montado, e posteriormente foram selados 
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com dH2O e deixados a polimerizar por cerca de 30 min. Após este período, removeu-se a 
dH2O por inversão da cassete e com o auxílio de papel de filtro.  
Após a focagem isoeléctrica, as tiras foram equilibradas através de duas fases, 
colocando as tiras em 5mL de uma solução de equilíbrio (1,5 M de Tris-HCl pH 8,8 
(Calbiochem), 360,35 g/L de ureia (Scharlau), 354 mL/L de glicerol 30% (v/v) (Panreac, 
Barcelona, Espanha), 20 g/L de dodecilsulfato de sódio (SDS; Riedel-de Haën), e vestígios de 
azul de bromofenol) contendo 1 % (p/v) de DTT, durante 15 min com agitação horizontal. 
Repetiu-se o procedimento adicionando à solução de equilíbrio 2,5 % (p/v) de iodoacetamida 
(GE Healthcare) durante 15 min com agitação horizontal. As tiras foram posteriormente 
colocadas sobre os géis de SDS-PAGE adicionando-se ainda o marcador de pesos moleculares 
HyperPAGE I (Bioline) aplicado numa tira de papel de filtro. Posteriormente os géis foram 
cobertos com solução de agarose 0,5 % (p/v) (Lonza) em tampão de eletroforese (3,79 g/L de 
Tris-base (Calbiochem), 18 g/L de glicina (Panreac), 1,25 g/L de SDS, e vestígios de azul de 
bromofenol).  
Os géis foram então colocados na tina de eletroforese (BioRad PROTEAN II xi Cell), e a 
eletroforese foi iniciada a uma voltagem constante de 30 V nos primeiros 30 min, para facilitar 
a transferência das proteínas da tira para o gel de SDS-PAGE, e de seguida deu-se a 150 V até o 
azul de bromofenol presente no gel atingir a extremidade oposta do gel, e assim encontrar-se 
dissipado no tampão de eletroforese. 
Os géis foram corados com uma solução de azul Coomassie Coloidal R350 constituída 
por três pastilhas de PhasTGel™ Blue R (GE Healthcare) dissolvidas em 1 L de ácido acético a 10 
% (v/v) (Panreac) em dH2O. Esta solução foi aquecida no microondas durante 2 minutos a 900 
Watts (W) e os géis ficaram em agitação durante 20 minutos, após os quais se repetiu o 
procedimento mais duas vezes. Para a remoção do corante procedeu-se a várias lavagens com 
dH2O aquecida pelo mesmo procedimento indicado acima até atingir um contraste adequando 
para visualização dos spots de proteínas. 
 
2.9.4 Análise de géis bidimensionais - Procedimento  
Os géis foram adquiridos por digitalização utilizando o scanner PIXMA M250 (Canon). A 
análise e comparação dos níveis de expressão foram efetuadas pela ultilização do programa 
Melanie 7.0 (Genebio, Genebra, Suiça). A análise foi realizada por deteção automática dos 
spots de proteínas seguindo-se a correspondência desses spots entre diferentes géis de 
diferentes amostras a determinação da intensidade de cada spot. A variação da expressão 
proteica na amostra tratada pelo composto foi obtida através da razão entre a intensidade de 
cada spot proteico do gel tratado com o composto e de cada spot proteico do gel tratado com 
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apenas DMSO. Para razões de expressão consideradas significativas (≤ 0,7 e ≥ 1,5) os spots 
correspondentes foram excisados dos géis e analisados por espectroscopia de massa Maldi-
TOF no Instituto de Tecnologias de Química e Biologia (ITQB). Os ensaios foram realizados em 
triplicado.  
 
2.10 Deteção da Indução de Espécies Reativas de Oxigénio  
Com o intuito de detetar a formação de ROS na presença do composto ZM-II, foi 
analisada a atividade da enzima de stress oxidativo glutationa S-transferase bem como a 
indução de peroxidação lipídica. Para tal células da linha tumoral HCT116 foram expostas ao 
composto ZM-II na concentração de 0,05 µM e o extrato de proteína total obtido, como 
descrito no ponto 2.8.1, não se procedendo à purificação do extrato proteico. O extrato 
proteico total foi quantificado através do Pierce Protein Assay Kit, como descrito no ponto 
2.8.1. 
   
2.10.1 Ensaio da Glutationa S-Transferase 
A Glutationa S-transferase (GST) pertence a um grupo de enzimas importantes na 
desintoxicação promovida por diferentes xenobióticos nas células de mamíferos. Esta enzima 
protege as células contra diversos compostos tóxicos por conjugação do grupo tiol da 
glutationa com os xenobióticos electrófilos, e portanto protege contra a mutagénese, 
carcinogénese e feitos tóxicos dos compostos (Sigma, 2007). 
Este ensaio foi realizado utilizado o Glutationa S-Transferase Assay Kit (Sigma), que se 
baseia no 1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), um substrato apropriado para a ampla gama de 
isoenzimas de GST. A conjugação do grupo tiol da glutationa com o substrato CDNB induz um 
aumento na absorvância a 340 nm.  
O ensaio foi efetuado formulando a solução do substrato (10 mL de volume final) 
constituída por Dulbecco’s Phosphate Buffered saline, 200 mM L-Glutathione reduced e 100 
mM de CDNB. Adicionaram-se, a cada poço de uma placa de 96 poços, todos os componentes 
para a reação enzimática para um volume final de 200 µL, de acordo com a Tabela 2.6. O 
controlo positivo foi formulado a partir da GST de fígado de cavalo. Seguidamente procedeu-se 
à leitura da absorvância a 340 nm num leitor de microplacas Infinite 200 PRO microplate 
reader (TECAN), efetuando-se a leitura de 1 em 1 min por um período de 8min. Cada amostra 
foi lida em três replicados.  
 




Tabela 2.6 - Quantidade da solução de substrato e enzima (amostra ou controlo) necessário para a 
realização da reação enzimática da GST, com um volume final de 200 µL. 
Reação Controlo e Amostras Branco 
Solução do Substrato 180 µL 200 µL 
GST 20 µL - 
 
A análise dos resultados é efetuada pela construção de um gráfico da absorvância versus 
tempo, tendo por base que o aumento da absorvância é diretamente proporcional à atividade 
de GST. A partir do declive do gráfico determina-se a absorvância da amostra por minuto, 
(ΔA340)/minuto. A atividade da enzima GST foi calculada através da equação (7): 
 
( )     
(     )          (  )
          (  )
              
 
onde, ԐmM (mM
-1) é o coeficiente de extinção molar a 340 nm do CDNB quando 
complexado (5,3 mM-1), V(mL) o volume de reacional total, Venz (mL) o volume de amostra em 
estudo. Os resultados obtidos foram normalizados à concentração do extrato proteico total. 
Os resultados foram realizados em duplicado. 
 
2.10.2 Análise de Peroxidação lipídica - Método TBARS (Thiobarbituric acid 
reactive species) 
O método TBARS para a análise de peroxidação lipídica, baseia-se na capacidade do 
malondialdeído (MDA), o qual é um dos produtos secundários da peroxidação lipídica, em 
reagir com o ácido tiobarbitúrico (TBA), que ao reagirem em condições ácidas e a elevadas 
temperaturas, formam um complexo MDA - (TBA)2, que pode ser quantificado a 532 nm. O 
método TBARS mede a quantidade de MDA gerado durante a peroxidação lipídica (Sochor et 
al, 2012).  
Adicionaram-se 5 µL do extrato de proteína total (ou controlo) a 45 µL de tampão 
fosfato (50 mM NaH2PO2, pH 7,0; Sigma), suplementado com 2 mM de EDTA (Riedel-Haën), 
12,5 µL de SDS a 8,1 % (Merk), 93,5 µL de ácido tricloroacético a 20 % (TCA; Merk) pH 3,5, 93,5 
µL de TBA a 1 % (Merk), e 50,5 µL de água Mili-Q e tubos de 1,5 mL.. De seguida, colocaram-se 
as amostras durante 10 min em banho com água a 100ºC. Após este período, colocou-se 
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imediatamente em gelo, para parar a reação, e adicionaram-se 62,5 µL de água Mili-Q e 312,5 
µL de uma solução n-butanol:piridina (15:1 v/v; Meerk). Misturaram-se as amostras com 
auxílio de um vortéx e centrifugaram-se a 10000 xg durante 5 min. Retiraram-se 150 µL de 
sobrenadante e transferiram-se para uma placa de 96 poços, e procedeu-se à leitura de 
absorvânvias a 532 nm num leitor de microplacas Infinite 2000 microplate reader (TECAN). 
Igualmente, foram adicionadas à placa de 96 poços soluções standard de 0 a 0,3 µM de TBARS 
preparadas por diluição em água destilada para a construção de uma curva de calibração 
dependente da concentração de MDA. Seguidamente, leu-se a absorvância. Os resultados 
obtidos foram normalizados à concentração do extrato proteico total. Os ensaios foram 
realizados em duplicado. 
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3. Resultados e Discussão 
3.1 Avaliação do Potencial Citotóxico 
Na identificação de novos compostos com atividade anti-tumoral é necessária a 
avaliação in vitro do potencial citotóxico em culturas de células tumorais (O’Toole et al., 2003). 
O perfil de citotoxicidade inferido a partir da taxa de viabilidade celular de um composto de 
interesse pode ser avaliada através de métodos que medem a atividade de enzimas 
mitocondriais presente exclusivamente em células viáveis, como é o caso do MTS (McGowan 
et al., 2011; Wang et al., 2010). O MTS, um sal de tetrazólio de coloração amarela, é reduzido 
por desidrogenases mitocondriais em células metabolicamente ativas, formando assim um 
formazano aquoso e solúvel de coloração acastanhada (O’Toole et al., 2003). A intensidade da 
coloração produzida é proporcional ao número de células viáveis (Wang et al., 2010). 
O potencial citotóxico do composto ZM-II foi avaliado em três linhas celulares tumorais, 
nomeadamente HCT116, HepG2 e MCF-7, pela aplicação de concentrações crescentes do 
composto e exposição ao mesmo por um período de 48 horas. As taxas de viabilidade celular 
obtidas para as três linhas tumorais após tratamento com o composto ZM-II, são evidenciadas 
na Figura 3.1.  
 
 
Figura 3.1 - Viabilidade celular das linhas celulares tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7 após 48 horas de 
exposição ao composto ZM-II. A viabilidade celular foi determinada por MTS. Os valores apresentados 
são referentes à média de três ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao erro padrão 
em relação à média (p value < 0,05). Os valores de viabilidade celular foram normalizados em relação às 
células incubadas sem composto, na presença de 0,1 % de DMSO (controlo). As linhas a tracejado 
referem-se ao cálculo de IC50 absoluto. 
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A partir da Figura 3.1 observa-se, em todas as linhas celulares tumorais, uma redução 
bastante significativa e gradual da viabilidade celular com o aumento da concentração do 
composto. De notar que a linha HCT116 apresenta uma redução na viabilidade celular mais 
evidente entre as concentrações 0,05 e 0,1 µM de composto, comparativamente com as linhas 
tumorais HepG2 e MCF-7. Estas linhas tumorais apresentam o seu efeito citotóxico observável 
a partir da concentração de 0,1 µM de composto. Assim, pode-se inferir que o composto ZM-II 
apresenta atividade antiproliferativa in vitro, portanto apresenta um efeito citotóxico 
dependente da concentração em todas as linhas tumorais estudadas (Fig. 3.1). 
O valor de IC50 corresponde à concentração de composto necessária para redução de 
50% de viabilidade celular (Li et al., 2010). Os valores de IC50 absoluto calculados diretamente 
através do gráfico da Figura 3.1 para as linhas celulares em estudo após tratamento com o 
composto ZM-II encontram-se numa gama entre 0,05 e 0,1 µM para HCT116, 0,5 e 1 µM para 
HepG2 e 5 e 10 µM para MCF-7. Os valores de IC50 relativos foram calculados através do 
programa GraphPad e são de 0,066 (± 0,005) µM para HCT116, 0,241 (± 0,015) µM para HepG2 
e 2,694 (± 0,398) µM para MCF-7. Os valores de IC50 mostram que o composto ZM-II apresenta 
uma atividade antipoliferativa em todas as linhas tumorais em estudo. Contudo, este efeito é 
mais evidente na linha tumoral HCT116, seguida pela linha tumoral HepG2 e, por fim, a linha 
tumoral MCF-7. O menor efeito citotóxico por parte do composto ZM-II relativamente à linha 
MCF-7 pode dever-se a uma maior resistência intrínseca por parte das células do epitélio 
mamário. Tem sido demonstrado que a sobre-expressão do gene BCRP em MCF-7 confere 
resistência a mitoxantrona, doxorrobicina e daunorrubicina, reduzindo a retenção e a 
acumulação de daunorrubicina, e provoca o aumento de efluxo de rodamina dependente de 
ATP (Doyle, 1998). Ao comparar os valores de IC50 obtidos para o composto ZM-II com os 
valores de IC50 descritos para a cisplatina, determinados por MTS, 4,2 μM e 15,3 μM para a 
linha celular tumoral HCT116 e HepG2, respetivamente (Silva, 2012). Portanto, pode-se inferir 
que o composto em estudo apresenta um potencial citotóxico in vitro superior à cisplatina em 
HCT116 e HepG2. Ao comparar com os valores de IC50 descritos para a DOX, determinados por 
MTS, 0,42 µM para a linha HCT116 e 0,11 µM para a linha MCF-7 (Silva, 2012; Yu et al., 2012). 
Logo, pode-se inferir o composto em estudo apresenta maior atividade anti-proliferativa do 
que a DOX em HCT116, no entanto apresenta menor atividade em MCF-7.  
Com o intuito de avaliar ação do composto em estudo nas linhas celulares não-tumorais, 
foram efetuados ensaios de citotoxicidade do composto em duas linhas celulares não 
tumorais, de epitélio mamário (MCF-10A) e fibroblastos, através da aplicação de 
concentrações crescentes do composto e exposição ao mesmo por um período de 48 horas. As 
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taxas de viabilidade celular obtidas para MCF-10A e fibroblastos após tratamento com o 
composto ZM-II, são evidenciadas na Figura 3.2.  
 
 
Figura 3.2 - Viabilidade celular das linhas celulares não-tumorais MCF-10A e fibroblastos após 48 
horas de exposição ao composto ZM-II. A viabilidade celular foi determinada por ensaio MTS. Os valores 
apresentados são referentes à média de três ensaios independentes e as barras de erro correspondem 
ao erro padrão em relação à média (p value <0,05). Os valores de viabilidade celular foram normalizados 
em relação às células incubadas sem composto, na presença de 0,1 % de DMSO (controlo). As linhas a 
tracejado referem-se ao cálculo do IC50 absoluto. 
 
A partir da análise da Figura 3.2 observa-se decréscimo de viabilidade pouco acentuado 
para as duas linhas celulares não-tumorais. No entanto, a diminuição de viabilidade ocorre a 
concentrações mais elevadas, comparativamente ao observado para as linhas celulares 
tumorais estudadas anteriormente (Figuras 3.1).  
O valor de IC50 pode ser retirado diretamente a partir da Figura 3.2. O valor de IC50 
absoluto após tratamento com o composto em estudo, para a linha celular MCF-10A é 
aproximadamente 10 µM e para os fibroblastos encontra-se entre 10 e 15 µM. Os valores de 
IC50 relativo foram calculados através do programa GraphPad, tal como efetuado 
anteriormente, e valores calculados são 5,901 (± 0,007) µM para MCF-10A e 5,483 (± 0,003) 
µM para fibroblastos. Assim, pode-se depreender que o composto ZM-II apresenta um menor 
efeito citotóxico nestas linhas celulares comparativamente com as linhas celulares tumorais 
HCT116, HepG2 e MCF-7 (Figura 3.1). Portanto, pode-se concluir que o composto ZM-II parece 
ter seletividade para as linhas celulares tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7. Ao comparar os 
valores de IC50 obtidos para o composto ZM-II com os valores de IC50 descritos, determinados 
por MTS, de 4,76 μM para a cisplatina (Ho et al., 2007) e entre 20 e 25 μM DOX (Tapia et al., 
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2007) em MCF-7. Portanto, pode-se inferir que o composto em estudo apresenta maior 
atividade anti-proliferativa do que a cisplatina e menor atividade do que a DOX. Assim, 
relativamente à cititoxicidade do composto em estudo, verifica-se que este apresenta maior 
efeito citotóxico do que a cisplatina e maior efeito comparativamente à DOX. Atualmente, 
muitos compostos quimioterapêuticos utilizados no tratamento do cancro são pouco seletivos, 
isto é, tanto as células tumorais como as normais são alvos destes agentes (Bharali, 2010; Feng 
et al., 2007). De forma geral, pode-se afirmar que o composto ZM-II apresenta menor efeito 
citotóxico em células de linhas não-tumorais, comparativamente com a cisplatina e a DOX, 
agentes quimioterapêutcos utilizados na terapêutica do cancro, tal como referido 
anteriormente na introdução. Verifica-se também que o composto em estudo apresenta maior 
seletividade para células tumorais, em comparação com a cisplatina e DOX. Assim, é 
importante o estudo de novos agentes com potenciais propriedades anti-tumorais, como é o 
caso de compostos biologicamente ativos de Cu (Iakovidis, 2011; Morzano et al., 2009).  
  
3.2 Avaliação do Potencial Apoptótico  
Com o intuito de identificar o mecanismo de morte celular subjacente à perda de 
viabilidade celular na presença do composto ZM-II, realizaram-se ensaios de marcação nuclear 
com Hoechst 33258 e marcação dupla com anexina V-FITC e IP. A apoptose é um mecanismo 
de morte celular que permite a supressão de células sem provocar danos nas células 
adjacentes (Elmore, 2007). Assim, a indução de apoptose constitui o mecanismo ideal pelo 
qual os compostos anti-tumorais promovem a citotoxicidade em células tumorais (Lowe e Lin, 
2000). Desta forma, é importante identificar o mecanismo através do qual o composto em 
estudo promove a sua citotoxicidade em células tumorais.  
 
3.2.1 Marcação com a sonda de Hoechst 33258 
A sonda de Hoechst 33258 é um sonda que interage com o sulco menor do DNA (Kim et 
al., 2003). Deste modo, esta sonda é utilizada na marcação de ácidos nucleicos, o que permite 
detetar alterações morfológicas ao nível do núcleo (Yan et al., 2012; Cao et al., 2011). As 
células apoptóticas apresentam núcleos com a cromatina condensada e fragmentação nuclear 
(Yan et al., 2012; Cao et al., 2011; Wang et al., 2010). Por outro lado, a membrana 
citoplasmática é permeável a esta sonda, o que permite a sua entrada em células viáveis, sem 
que a integridade membranar seja comprometida (Hoechst Stains, MP21486, Invitrogen 2005; 
Cao et al., 2011). Logo, é possível visualizar núcleos de células que não se apresentem em 
apoptose, os quais apresentam a cromatina uniformemente distribuída pelo núcleo (Yan et al., 
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2012). O potencial apoptótico do composto ZM-II foi avaliado por marcação com a sonda 
Hoechst 33258, testando-se três concentrações do composto (0,025, 0,05 e 0,1 µM) nas linhas 
tumorais HCT116 e HepG2 (Figuras 3.3 e 3.4, respetivamente). 
A partir da análise das figuras foi possível observar que as células do controlo (DMSO) 
apresentam uma distribuição uniforme na fluorescência dos núcleos, bem como a presença de 
algumas células em processo de divisão celular. Este fato permite inferir que o composto 
DMSO na concentração estudada (0,1 % (v/v)) não induz à apoptose e não impede a divisão 
celular. Por outro lado, verifica-se que as células de ambas as linhas tumorais apresentam 
alterações morfológicas nucleares, como a fragmentação, bem como a condensação nuclear, 
comparativamente ao núcleo de células normais. Segundo estudos recentes sabe-se que estas 
alterações morfológicas são caraterísticas de células apoptóticas (Yan et al., 2012; Ziegler e 
Groscurth, 2004) (Figuras 3.3 e 3.4). Verifica-se também que as células expostas ao composto 
ZM-II apresentam redução do número de células proporcional ao aumento da concentração. 
Assim, pode-se inferir que o composto em causa pode induzir à apoptose, apresentado, deste 
modo, potencial apoptótico. Estudos recentes demostraram que alguns compostos de cobre 
apresentam efeito citotóxico através da sua capacidade de induzir à apoptose em várias linhas 








Figura 3.3 – Células da linha tumoral HCT116 marcadas com a sonda nuclear Hoechst 33258 após 
tratamento com ou sem o composto ZM-II nas concentrações de 0,025, 0,05 e 0,1 μM, durante 48 
horas: (A) Controlo com DMSO a 0,1 % (v/v) e sem composto; (B) [ZM-II] a 0,025 μM; (C) [ZM-II] a 0,05 
μM e (D) [ZM-II] a 0,1 μM. Os círculos brancos representam a fragmentação nuclear e os círculos 
vermelhos a condensação da cromatina. As imagens são representativas de três ensaios independentes.  
 




Figura 3.4 – Células da linha tumoral HepG2 marcadas com a sonda nuclear Hoechst 33258 após 
tratamento com ou sem o composto ZM-II nas concentrações de 0,025, 0,05 e 0,1 μM, durante 48 
horas: (A) Controlo com DMSO a 0,1 % (v/v) e sem composto; (B) [ZM-II] a 0,025 μM; (C) [ZM-II] a 0,05 
μM; e (D) [ZM-II] a 0,1 μM. Os círculos brancos representam a fragmentação nuclear e os círculos 
vermelhos a condensação da cromatina. As imagens são representativas de três ensaios independentes.  
 
3.2.2 Marcação com Anexina V-FITC e IP 
De forma a quantificar a indução da apoptose, observada anteriormente no ensaio de 
marcação com Hoechst 33258, procedeu-se à dupla marcação de células HCT116 incubadas 
com o composto ZM-II (0,05 e 0,1 µM) com anexina V-FITC e IP.  
A Anexina V é uma proteína de ligação a fosfolípidos dependentes de Ca2+ com elevada 
afinidade de ligação para a fosfatidilserina, que se encontra permanentemente no folheto 
interno da membrana celular, no entanto nas células apoptóticas este fosfolípido sofre 
translocação da superfície interna da membrana citoplasmática para a externa (Cao et al., 
2011; Brumatti et al., 2008). A FITC (isotiocianato de fluoresceína) consiste num fluoróforo que 
quando ligado à anexina V, permite a deteção de células onde ocorreu a externalização de 
fosfatidilserina (Brumatti et al., 2008). Por outro lado, as células necróticas e as células em 
fases tardias do processo apoptótico apresentam perda da integridade da membrana. Assim, 
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estas células são permeáveis ao IP, apenas capaz de penetrar em células com a membrana 
citoplasmática intacta e emite fluorescência ao interagir com a molécula de DNA (Brun et al., 
2012). Desta forma, é possível diferenciar: células viáveis (FITC-/IP-), células apoptóticas em 
estádios iniciais (FITC+/IP-), células apoptóticas em estádios tardios (FITC+/IP+) e células em 
necrose (FITC-/IP+) (Sabbadini et al., 2012; Sawai e Domae, 2011). 
Os resultados obtidos encontram representados na Tabela 3.1 e na Figura 3.5. 
 
Tabela 3.1 - Percentagem de células viáveis, apoptóticas inicias e tardias, e necróticas na ausência 
(controlo 0,1 % (v/v) de DMSO) ou presença do composto ZM-II nas concentrações 0,05 e 0,1 μM, em 
células HCT116, por 48 horas. Os valores apresentados são referentes à média de três ensaios 
independentes (p value < 0,05). 
 
% de Células Controlo 0,05 0,1 
Viáveis 75,91 (± 6,04) 36,92 (± 3,80) 22,16 (± 4,68) 
Apoptóticas iniciais 2,63 (± 0,39) 15,76 (± 1,19) 21,90 (± 0,48) 
Apoptóticas tardias 17,74 (± 7,07) 43,89 (± 2,95) 53,24 (± 3,04) 




Figura 3.5 - Marcação dupla com Anexina V-FITC e IP para quantificação do nº de células em apoptose, 
inicial e tardia, e necrose, na ausência (controlo com 0,1 % (v/v) de DMSO) ou presença do composto 
ZM-II nas concentrações de 0,05 e 0,1 μM, em células HCT116, por 48 horas. Os valores apresentados 
são referentes à média de três ensaios independentes. 
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Pela observação da Figura 3.5 constata-se que no controlo (DMSO) existem 
maioritariamente células viáveis (71,95%), isto é, sem qualquer marcação (FITC-/IP-). 
Relativamente, às células não viáveis a maioria encontram-se em apoptose tardia (17,74%), 
logo com marcação dupla (FITC+/IP+). Observa-se uma predominância da apoptose (20,37%) 
em relação à necrose (3,72%), estas células apresentam apenas marcação com o iodeto de 
propídeo (FITC-/IP+) (Figura 3.5). Por sua vez, nas células expostas às várias concentrações do 
composto ZM-II verifica-se a existência maioritária de células em apoptose tardia: 43,89 % 
para a concentração de 0,05 μM e 53,24 % para a concentração de 0,1 μM (Figura 3.5). 
Observa-se também uma predominância da apoptose em relação à necrose, sendo esta mais 
evidente nas células expostas às várias concentrações de composto em estudo. As células 
expostas a 0,05 μM apresentam 59,65% de células apoptóticas e 3,43% de células necróticas, 
por sua vez as células expostas a 0,1 μM apresentam 75,14% de células apoptóticas e 2,69% de 
células necróticas. Pode igualmente observar-se que a percentagem de células viáveis diminui 
com o aumento da concentração de ZM-II (36,92% para a concentração de 0,05 μM e 22,16% 
para a concentração de 0,1 μM) (Figura 3.5). Em termos de variação comparativamente ao 
controlo, verifica-se uma diminuição das células viáveis e um aumento das células apoptóticas 
totais em ambas as concentrações em estudo. Portanto, pela análise destes resultados é 
possível inferir que composto ZM-II promove a indução do processo apoptótico, tal como 
observado inicialmente pela marcação com a sonda de Hoechst 33258.  
Os resultados obtidos estão de acordo com os resultados de viabilidade celular obtidos 
nos ensaios de avaliação de viabilidade celular. Assim, é possível afirmar que a perda de 
viabilidade poderá dever-se à indução da apoptose pela exposição das células tumorais ao 
composto ZM-II. Desta forma, pode-se concluir que o mecanismo pelo qual o composto ZM-II 
promove o seu efeito antiproliferativo é a indução do processo de apoptose. 
 
3.3 Análise da Expressão de Genes Envolvidos Na Apoptose Através de RT-
PCR 
A fim de confirmar se a apoptose é o mecanismo molecular subjacente à capacidade 
antiproliferativa do composto ZM-II procedeu-se análise de alterações na expressão dos genes 
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3.3.1 Expressão de Genes Envolvidos na Apoptose  
Procedeu-se à análise de alterações na expressão dos genes envolvidos no processo 
apoptótico, BAX, BCL-2 e CASP3 que codificam, para as proteínas Bax, Bcl-2 e caspase-3 
respetivamente a partir de amostras de cDNA obtidas por transcrição reversa do RNA total 
extraído de células da linha tumoral HCT116 incubadas durante 3, 6, 9 e 12 h na presença de 
0,05 μM de composto ou de 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo). As reacções de PCR foram 
realizadas usando primers específicos para a amplificação de cada um dos genes referidos (ver 
materiais e métodos secção 2.6.3). A avaliação da amplificação destes genes foi avaliada por 
eletroforese em gel de agarose dos produtos resultantes das reacções de PCR.  
A quantificação da variação relativa da expressão dos genes utilizando o PCR em 
Tempo Real (qPCR) foi realizada através da utilização do método comparativo de threshold 
(Ct). Os resultados obtidos encontram-se na Figura 3.6. 
 
 
Figura 3.6 - Variação da expressão dos genes BCL2, BAX e CASP3 em células HCT116 expostas a 0,05 μM 
de ZM-II ou DMSO a 0,1 % (v/v) (controlo), por 48 horas. A quantificação foi realizada através da 
utilização do método comparativo de threshold (Ct). Os dados foram normalizados relativamente ao 
controlo interno (rRNA18SA). Os valores apresentados são referentes à média de três ensaios 
independentes. 




A família de proteínas Bcl-2 regula a libertação do citocromo c nas mitocôndrias através 
da alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial. Esta família de proteínas pode ser 
dividida em dois grupos: as proteínas anti-apoptóticas, como a Bcl-2 e as proteínas pro-
apoptóticas, como a Bax. Deste modo, estas proteínas regulam a via intrínseca do processo 
apoptótico, ou seja, as proteínas anti-apoptóticas bloqueiam a libertação do citocromo c e as 
proteínas pró-apoptóticas estimulam a sua libertação para o citoplasma. (Chipuk e Green, 
2008; Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005). A razão entre os níveis citoplasmáticos destas duas 
proteínas indica se a célula entra em apoptose por predominância de Bax relativamente à Bcl-
2 (Elmore, 2007; Gonzalez et al., 2001).  
Através análise da variação relativa da expressão dos genes utilizando o PCR em tempo 
real realizada através do método comparativo de threshold (Ct) é possível observar que os 
níveis de expressão do gene BCL-2 diminuem ligeiramente a partir das 3 h até às 6 h, 
diminuindo significativamente a partir das 6 h até as 9 h, e contrariamente os níveis de 
expressão aumentam significativamente a partir das 9 h até às 12 h de exposição do composto 
em relação ao controlo (Figura 3.6). Os níveis de expressão do gene BAX aumentam 
ligeiramente a partir das 3 h até às 6 h, aumento significativamente a partir das 6 h até as 9 h, 
pelo contrário os níveis de expressão diminuem significativamente a partir das 9 h até às 12 h 
de exposição do composto em relação ao controlo (Figura 3.6).  
A partir dos valores de expressão do gene BAX e BCL-2 é possível calcular a razão 
Bax/Bcl-2 que permite verificar se a célula desencadeou ou não o processo apoptótico. (Chen 
eta al., 1996). Desta forma, constata-se por observação da Figura 3.7 que os valores da razão 
Bax/Bcl-2 atingem um valor máximo (7) às 9 h de exposição de composto, existindo um 
aumento deste valor das 3 h (0,92) para as 6 h (1,18) e uma diminuição das 9 h para as 12 h 
(0,74). A partir destes resultados pode-se afirmar que composto apresenta a capacidade de 
induzir o processo apoptótico, uma vez que se verifica um aumento na expressão de Bax e 
uma diminuição da expressão de Bcl-2.  
 




Figura 3.7 - Valores da razão Bax/Bcl-2 em células HCT116 expostas a 0,05 μM de ZM-II ou DMSO a 
0,1 % (v/v) (controlo), por 48 horas. Os valores apresentados são referentes à média de três ensaios 
independentes. 
 
No processo apoptótico a clivagem da caspase-3 resulta na fragmentação de DNA, 
degradação de proteínas do citoesqueleto e nucleares, formação dos corpos apoptóticos e, 
por fim, o uptake por células fagocíticas (Elmore, 2007). Os níveis de expressão do gene CASP3 
apresentam uma pequena diminuição entre as 3 h e as 6 h, aumentam significativamente a 
partir das 6 h até as 9 h, contrariamente os níveis de expressão diminuem significativamente a 
partir das 9 h até às 12 h de exposição do composto em relação ao controlo. Desta forma, é 
possível inferir, tal como anteriormente, que o composto apresenta a capacidade de induzir o 
processo apoptótico. De forma global, os resultados obtidos indicam que o processo 
apoptótico é iniciado a partir das 6 h de incubação do composto ZM-II, verificando-se maior 
expressão de BAX em relação à BCL-2. O processo apoptótico ocorre entre as 6 e as 9 h, já que 
se verifica elevada expressão de CASP3. No entanto, a partir das 9 h observa-se uma 
retroceder do processo apoptótico, uma vez que há uma maior expressão de BCL-2 e menor 
expressão de BAX, e também diminuição da expressão de CASP3. Este fato pode ser explicado, 
uma vez que o composto poderá ter uma ação rápida perante as células, o que leva a que o 
processo apoptótico ocorra de forma rápida. Assim, pode-se deduzir que o composto 
apresenta a capacidade de desencadear o processo apoptótico, uma vez que se registou o 
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aumento da expressão de genes responsáveis por alterações bioquímicas e morfológicas 
caraterísticas deste mecanismo de morte celular.  
Assim, por três metodologias independentes foi possível confirmar que a apoptose é um 
dos mecanismos moleculares subjacente à capacidade antiproliferativa do composto ZM-II 
(pontos 3.2.1 e 3.2.2). Com base em estudos anteriores que afirmam que a via intrínseca é a 
principal via de atuação dos compostos anti-tumorais pode ser provável que a via intrínseca 
seja a via da apoptose pela qual o composto em estudo desencadeia o processo apoptótico. 
No entanto, seria necessário estudos posteriores que permitam concluir esta afirmação, tais 
como o estudo de alterações na expressão de genes envolvido apenas na via intrínseca do 
processo apoptótico como a Caspase-9. 
 
3.4 Progressão Do Ciclo Celular  
O ciclo celular está dividido em quatro fases sequenciais: G1, S, G2 e M. Durante a fase 
G1 as células encontram-se metabolicamente ativas e crescem continuamente, sem 
replicarem o seu conteúdo em DNA. Na fase S ocorre a síntese ou replicação do DNA, assim as 
células duplicam o seu conteúdo de DNA, continuando, no entanto com o mesmo número de 
cromossomas. Durante a fase G2 as células preparam-se para entrar em mitose. A fase M inicia 
com a divisão nuclear, que corresponde à separação dos cromossomas, e termina com a 
divisão citoplasmática. Por fim, existe também uma quinta fase, G0 ou fase de quiescência, na 
qual as células podem reversivelmente sair de G1 e entrar nesta fase, onde as células 
permanecem metabolicamente ativas mas não proliferam (Kastan, 2004; Garret, 2001).  
A fim de verificar se o composto ZM-II interfere no ciclo celular procedeu-se à análise da 
progressão do ciclo celular por citometria de fluxo. Para tal, as células HCT116 foram 
sincronizadas por um duplo boqueio com timina, de forma a ficarem retidas no início da fase S. 
Posteriormente, as células foram incubadas com 0,05 μM de composto em estudo ou 0,1 % de 
DMSO (controlo), por períodos de 8 h e 24 h. As amostras foram tratadas através do programa 
de Attune® Cytometric Software v2.1. Os histogramas resultantes encontram-se na Figura 3.8 e os 
gráficos resultantes da análise dos histogramas encontram-se na Figura 3.9. 
 




Figura 3.8 - Distribuição das células pelas diferentes fases do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M). As células 
HCT116 foram sujeitas a um duplo bloqueio com Timidina 2 mM e, posteriormente, expostas a 0.1 % 
(v/v) de DMSO ou 0,05 μM de composto, por períodos de 8 h e 24 h. As amostras foram analisadas por 
ensaio de citometria de fluxo e tratadas através do programa Attune® Cytometric Software v2.1. Os 
histogramas são representativos de três ensaios independentes.  
 




Figura 3.9 - Percentagem de células nas fases G0/G1, S e G2/M, na presença do composto ZM-II na 
concentração de 0,05 μM ou na ausência do mesmo (controlo com 0.1% (v/v) de DMSO), em células 
HCT116, por 8 h e 24 h. Os valores apresentados são referentes à média de três ensaios independentes. 
 
Verifica-se que as células do controlo incubadas durante 8 h com DMSO encontram-se 
maioritariamente em G2/M (65,044 %), algumas em G0/G1 (25,099 %) e uma pequena 
percentagem em S (8,689 %) (Figura 3.7). As células incubadas durante 24 h com DMSO 
encontram-se maioritariamente em G0/G1 (73,398 %), e uma pequena parte em S (13,426 %) 
e em G2/M (Figura 3.9). Este resultado demostra que ao longo das 24 h houve uma progressão 
do ciclo celular. Das células expostas ao composto durante 8 h, 46,086% encontram-se em fase 
G2/M, 34,061% em G0/G1 e 19,852% em fase S (Figura 3.9) Comparativamente com as células 
controlo em igual período de tempo (8 h) observa-se um ligeiro aumento de células nas fases S 
e G0/M e uma redução de células em G2/M, o que indica que o composto pode induzir um 
ligeiro retardamento na progressão do ciclo celular em G0/G1 (Figura 3.9). Contudo, as células 
expostas ao composto durante 24 h encontram-se maioritariamente em G0/G1 (52,113 %), e 
uma parte em G2/M (27,027 %) e em S (20,859 %). Comparando com as células controlo das 
24 h verifica-se uma redução de células G2/M, um aumento de células em G0/G1 e ligeiro 
aumento de células em S. O que indica, igualmente, que o composto pode induzir um ligeiro 
retardamento na progressão do ciclo celular em G2/M.  
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Ao comparar as células expostas ao composto durante 8 h com as 24 h é possível 
verificar um aumento de células em G0/G1, e uma redução de células em G2/M e em S, o que 
permite concluir que há um retardamento na progressão do ciclo celular com o aumento do 
tempo de incubação com o composto em estudo. Assim, é possível concluir que o composto 
ZM-II pode interferir no ciclo celular, provocado um retardamento na progressão do ciclo 
celular em G0/G1. 
Segundo Teyssot e colaboradores (2009) verificou-se que os compostos de cobre 
apresentam a capacidade de induzir à paragem da progressão do ciclo celular na fase G1 a 
concentrações dez vezes mais baixas do que a cisplatina, bem como induzir um retardamento 
na progressão do ciclo celular na fase G2. 
 
3.5 Estudos de Interação do compostos ZM-II com o DNA 
Para a caracterização de novos compostos com propriedades anti-tumorais é essencial a 
avaliação da sua interação com a molécula de DNA (Palchaudhuri e Hergenrother, 2007). A fim 
de avaliar a interação do composto ZM-II com a molécula de DNA foram realizados vários 
ensaios in vitro, incluindo a espectroscopia de absorção e ensaios de retardamento da 
mobilidade electroforética. O DNA é principal alvo intracelular primário de muitos compostos 
anti-tumorais, desta forma é relevante o estudo da interação do composto em estudo com a 
molécula de DNA (Bartel et al., 2012; Desoise, 2004, Onoa e Moreno, 2002).  
 
3.5.1 Espectroscopia de Absorção  
A espectroscopia de absorção é um método eficaz no estudo da interação de um 
composto e a molécula de DNA (Gallego et al., 2011; Shahabadi et al., 2011). Esta técnica 
permite determinar o mecanismo de ação do composto em relação à molécula de DNA (Liao et 
al., 2005). Desta forma, com o objetivo de determinar possíveis interações entre o composto 
ZM-II e a molécula de DNA foram realizados ensaios de espectroscopia de absorção. Os 
espectros resultantes encontram-se na Figura 3.10. 
 




Figura 3.10 - Variação da absorvância do composto ZM-II (5 μM) na região do UV, na ausência (linha a 
preto) e na presença de concentrações crescentes de CT-DNA (maior concentração de DNA 
representada pela linha vermelha), em tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7. Encontra-se também 
representada, no canto superior direito, a regressão linear que permite determinar o valor da constante 
de afinidade para o DNA (Kb). A seta indica a variação da absorvância com o aumento da concentração 
de DNA (0 a 27 μM). Os espectros são representativos de várias experiências independentes. 
 
Através da visualização do gráfico é possível verificar uma diminuição nos valores de 
absorvância nos espectros de espectroscopia de absorção do composto, visível aos 287 nm, 
valor de absorvância correspondente ao comprimento de onda no qual se verifica o máximo 
de absorvância para o composto. Desta forma, observa-se a existência de hipocromismo, que 
consiste no decréscimo na absorção molar, e a ausência de desvio batocrómico, que consiste 
na alteração do máximo de absorvância. Ao verificar-se a existência de hipocromismo e 
batocromismo pode-se afirmar que o modo de interação poderá ocorrer por intercalação 
(Shahabadi et al., 2011; Liu et al., 2003). Assim, com base nesta afirmação, pode-se inferir que 
o composto em estudo não deverá estar envolvido num mecanismo por intercalação, uma vez 
que apenas se verificou a existência de hipocromismo. 
Através do cálculo da constante de afinidade para o DNA (Kb) foi possível determinar a 
intensidade de ligação do composto. Para o cálculo da constante de ligação utilizou-se a curva 
[DNA] (εa-εf) versus [DNA] representada na Figura 3.10. Assim, o valor de Kb obtido para o 
Validação do potencial anti-tumoral de um composto de cobre e identificação dos seus alvos biológicos 
64 
 
composto ZM-II foi de 1,73 (± 0,7) x 105 M-1, o que mostra que o composto apresenta afinidade 
para a molécula de DNA, podendo interagir com a mesma. Ao comparar o valor de Kb obtido 
com o valor de Kb da doxorubicina (DOX), 3,48 (± 0,04) x 10
5 M-1 (Luís, 2011), verifica-se que 
todas as constantes de afinidade encontram-se na mesma ordem de grandeza. A partir deste 
resultado pode-se inferir que o composto em estudo apresenta afinidade de ligação ao DNA 
ligeiramente inferior à da DOX.  
 
3.5.2. Ensaio de Retardamento da Mobilidade Electroforética (EMSA) 
A partir dos resultados obtidos no ensaio de espectroscopia de absorção foi possível 
inferir a existência de interação entre o composto ZM-II e a molécula de DNA. Assim, com o 
objetivo de determinar o mecanismo pelo qual o composto efetua esta interação, efetuou-se o 
ensaio de EMSA. Este ensaio permite estudar as alterações conformacionais da forma 
superenrolada na molécula de DNA plasmídico (Keck e Lippard, 1992). O DNA plasmídico 
apresenta três formas estruturais: a superenrolada (Forma I), a circular relaxada (Forma II) e a 
linear (Forma III) (Horn, 2005). 
A avaliação da interação entre o composto ZM-II e o DNA plasmídico pBSKII (2961 pb) foi 
realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,7 % (p/v), com o intuito de observar 
potenciais alterações nas bandas electroforéticas correspondentes às três formas estruturais 
de DNA plasmídico. A Figura 3.11 mostra o resultado da incubação do composto com o DNA 
plasmídico (pBSKII) em tampão 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7,25, por um período de 24 
horas. 
 




Figura 3.11 - Eletroforese em gel de agarose a 0,7 % (p/v) dos produtos resultantes da incubação do 
composto ZM-II em concentrações crescentes (5 a 100 μM) e DNA plasmídico pBSKII. λ/HindIII – 
marcador de pesos moleculares; C – controlo com DNA plasmídico pBSKII; CDMSO – controlo com DMSO a 
1 % (v/v) na ausência do composto. Gráfico de barras mostra distribuição das três conformações do 
pDNA (superenrolada (Forma I), circular relaxada (Forma II) e a linear (Forma III)) em percentagem, 
obtida através da análise densitométrica do gel através do programa GelAnalizer. A imagem do gel é 
representativa de várias experiências independentes. 
 
Na presença de concentrações crescentes de compostos ZM-II observa-se uma 
diminuição da percentagem da forma superenrolada (Forma I) e da forma circular relaxada 
(Forma II) e por outro lado observa-se aumento da percentagem da forma linear (Forma III) 
(Figura 3.11). Desta forma, pode-se inferir que o composto apresenta a capacidade de induzir 
quebras em cadeia dupla (interagindo diretamente com a Forma I e II do DNA plasmídico). 
Caso o composto apresenta-se a capacidade de induzir quebras em cadeia simples, primeiro 
ocorria o aumento da Forma II, resultante do único corte sobre a Forma I, e só depois esta 
seria convertida na Forma III, após a ocorrência de um segundo corte na proximidade do 
primeiro (Mancin e Tecilla, 2009). No entanto, como não se verifica um aumento da Forma II e 
como não houve desaparecimento completo da Forma I, pode afirmar que se verifica então a 
transformação direta da Forma I para a Forma III (corte em cadeia dupla). Este efeito é bem 
visível a partir da concentração de 25 μM. Relativamente ao controlo contendo 1,5 % (v/v) de 
DMSO, não se observa qualquer alteração nas bandas electroforéticas correspondentes as três 
formas de DNA plasmídico.  
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3.5.2 EMSA na Dependência do Tempo 
Com o intuito de proceder a uma melhor análise da interação entre o composto ZM-II e 
o DNA plasmídico procedeu-se à incubação do pDNA na presença de 10 e 50 µM de composto 
ZM-II ao longo do tempo. 
A avaliação da interação entre o composto ZM-II e o DNA plasmídico pBSKII (2961 pb) 
dependente do tempo foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,7 % (p/v), no qual o 
DNA pBSKII foi incubado a diferentes tempos 1, 5, 20, 24 e 48 h, a 37 ºC, com o composto nas 
concentrações de 10 e 50 µM, e o controlo de DMSO foi apenas incubado por 48 h. O gel de 
agarose representativo e a sua análise, efetuada por densitometria utilizando software 
GelAnalyzer, encontra-se na Figura 3.12.  
 
 
Figura 3.12: Eletroforese em gel de agarose a 0,7 % (p/v) dos produtos resultantes da incubação do 
composto ZM-II e o DNA plasmídico pBSKII, dependente do tempo (1 a 48 h). λ/HindIII – marcador de 
pesos moleculares; C – controlo com DNA plasmídico pBSKII; CDMSO – controlo com DMSO a 1 % (v/v) na 
ausência do composto. Gráfico de linhas mostra a distribuição das três conformações do pDNA 
(superenrolada (Forma I), circular relaxada (Forma II) e a linear (Forma III)) dependente do tempo, em 
percentagem, obtida através da análise densitométrica do gel através do programa GelAnalizer. A 
imagem do gel é representativa de várias experiências independentes. 
 
A partir da Figura 3.12 é possível observar a diminuição da percentagem das Formas I e 
II e o aumento da percentagem da Forma III, com o aumento do tempo de incubação nas duas 
concentrações de composto estudadas. Estes resultados permitem verificar que, de fato, o 
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composto em estudo apresenta a capacidade de introduzir quebras na cadeia dupla do DNA, 
como observado anteriormente (Figura 3.11).  
 
3.6 Deteção de quebras no DNA – Eletroforese em gel de célula única ou 
Ensaio Comet 
Com o intuito de quantificar a quantidade de DNA fragmentado, resultante de quebras 
na molécula de DNA, procedeu-se à realização do ensaio Comet. Este ensaio permite a 
identificação de quebras no DNA quer em cadeia simples quer em cadeia dupla (Colins et al., 
2008; Singh et al., 1998; Collins et al., 1998). Deste modo, a aplicação deste ensaio baseia-se 
no conhecimento previamente adquirido a partir dos ensaios de espectroscopia de absorção e 
EMSA (3.5.1 e 3.5.2, respetivamente), de que o composto apresenta a capacidade de interagir 
in vitro com a molécula de DNA. Portanto, este ensaio permite analisar se o composto interage 
com o DNA num ambiente celular. 
As células da linha HCT116 foram incubadas durante 24h, na presença do composto ZM-
II a 0,05 e 0,1 µM, 0.1 % de DMSO (controlo negativo), e foi preparado outro controlo negativo 
sem a adição de DMSO. Foi também preparado um controlo positivo, no qual as células 
HCT116 foram expostas durante 30 minutos a 0,05 % (v/v) de peróxido de hidrogénio. 
As lâminas foram visualizadas num microscópio de fluorescência (Leica DFC 480) 
recorrendo ao programa Optika Vision Pro (Optika, Itália) para aquisição das imagens. 
Posteriormente, as imagens foram analisadas no programa CometScore (Tritek). Na Figura 3.13 
pode observar-se duas imagens representativas do controlo negativo e de células incubadas 
durante 24 h na presença de 0,1 µM ZM-II. 
 
 
Figura 3.13 - Células HCT116 analisados por ensaio Comet. A) Núcleo de uma células HCT116 controlo 
negativo (sem adição do composto ZM-II ou DMSO), consistem numa cabeça com mínima ou nenhuma 
migração de DNA na região da cauda. B) Núcleo de uma células HCT116 exposta a 0,1 µM de composto 
ZM-II durante 24h a 37ºC, consiste num cabeça com migração do DNA para a região da cauda, como 
resultado de quebras simples ou duplas na molécula de DNA.  
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Os resultados obtidos encontram-se representados na Tabela 3.2 e na Figura 3.14. Os 
cometas podem ser classificados em 5 classes distintas, consoante a sua morfologia e grau de 
danos na cauda do cometa: [0; 20[, [20;40[, [40;60[, [60;80[, [80;100] % de DNA na cauda. 
Assim, através da análise do figura 3.15 observa-se que no controlo (sem adição de DMSO) 
observa-se uma predominância de células com [0-20[ e ]20-40[ % de DNA na cauda, 46,4 % e 
43,3 %, respetivamente. Assim, verifica-se que a maioria das células não expostas a composto 
a ZM-II ou a DMSO apresentam poucos danos no DNA. Relativamente, às células expostas ao 
DMSO observa-se que 43,5 % das células apresentam [0-20[ % de DNA na cauda, 30,3 % 
apresenta [20-40[ % de DNA na cauda, 17,8 % apresenta [40-60[ % de DNA na cauda, 4,9% de 
apresentam [60-80[ % de DNA na cauda (4,9 %) e 3,5 % apresentam [80-100[ % de DNA na 
cauda. O que demostra que o DMSO apresenta a capacidade de provocar danos no DNA 
comparativamente com o controlo. Em relação, as células expostas ao H202 (controlo positivo) 
observa-se que 24,9 % das células apresentam [0-20[ % de DNA na cauda, 32,6 % apresentam 
[20-40[ % de DNA na cauda, 21,7% apresentam [40-60[ % de DNA na cauda e 17,7 % 
apresentam [60-80[ % de DNA na cauda e apenas 3,1 % apresentam [80-100[ % de DNA na 
cauda. Estes restados demostram que, tal como esperado, o H202 apresentam a capacidade de 
provocar elevados danos na molécula de DNA. Por sua vez, nas células  expostas a 0,05 µM de 
composto ZM-II observa-se que 54,2 % de células apresentam ]0-20[ % de DNA na cauda, 32,6 
apresentam [20-40[ % de DNA na cauda e 6,8% apresentam [40-60[ % de DNA na cauda, 4,0 % 
apresentam [60-80[ % de DNA na cauda e 2,5 % apresentam [80-100[ % de DNA na cauda. Nas 
células expostas a 0.1 µM de composto observa-se que 27,8 %  de células apresentam [0-20[ % 
de DNA na cauda, 41,7 % de células apresentam [20-40[ % de DNA na cauda, 20,7 % 
apresentam [40-60[ % de DNA na cauda, 5,6 % apresentam [60-80[ % de DNA na cauda e 4,4% 
[80-100[ % de DNA na cauda. A esta concentração de compostos os resultados são 
semelhantes ao controlo positivo, o que sugere que o composto nesta concentração provoca 
mais danos na molécula de DNA. Assim, é possível inferir que o composto ZM-II induz quebras 
na molécula de DNA com o aumento da concentração do composto. Porém, seria de esperar, 
tenda em conta os resultados de interação de DNA (3.3), uma percentagem de danos superior 
à obtida. É também possível verificar que as células expostas ao DMSO e as células expostas à 
concentração de 0,05 µM de composto ZM-II apresentam resultados semelhantes, o que 
sugere que esta concentração de composto é demasiado baixa para provocar danos na 
molécula de DNA, tal como observado na concentração de 0,1 µM de composto.  
 
 
Validação do potencial anti-tumoral de um composto de cobre e identificação dos seus alvos biológicos 
69 
 
Tabela 3.2 - Valores obtidos, pelo Ensaio Comet, de % de DNA na cauda para cada uma das condições 
estudadas: controlo, % (v/v) DMSO, % (v/v) H2O2, e na presença de composto a 0,05 e 0,1 µM, em 
células HCT116. Os valores são representativos de três experiências independentes e a desvio padrão 
são em relação à média. 
 
 Controlo DMSO  H2O2 0,05 0,1 
Média 23,0 27,4 38,3 24,2 31,8 
Desvio Padrão 1,1 8,8 8,8 13,1 8,6 
[0-20[ 46,5 44,5 24,9 51,0 27,8 
[20-40[ 43,4 30,9 32,6 35,3 41,5 
[40-60[ 9,3 18,1 21,7 7,3 20,7 
[60-80[ 0,3 5,0 17,7 3,7 5,6 




Figura 3.14 - Ensaio Comet para quantificação do níveis de DNA na cauda, na presença do composto ZM-
II a 0,05 e 0,1 µM, 0,1 % de DMSO, sem composto e DMSO e 0,05 % (v/v) de H2O2, em HCT116. A 
quantificação foi feita no programa CometScore (Tritek).  
 
Relativamente, às médias da percentagem de DNA nas caudas (Figura 3.15) verifica-se 
que as células que não foram expostas ao DMSO apresentam em média 22,99 % de DNA na 
cauda, as células expostas ao DMSO apresentam em média 33,90 % de DNA na cauda, as 
células expostas ao H202 apresentam em média 42,03 % de DNA na cauda, as células expostas 
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a 0,05 µM de composto apresentam em média 32,23 % de DNA na cauda e as células expostas 
a 0,1 µM de composto apresentam em média 36,96 % de DNA na cauda. Este resultados 
sugerem que, tal como demostrado anteriormente, o composto ZM-II apresenta a capacidade 
de introduzir quebras na molécula de DNA com o aumento da concentração do mesmo.  
 
 
Figura 3.15 - Representação gráfica da média da percentagem de DNA na cauda para cada uma das 
condições estudadas: controlo, % (v/v) DMSO, % (v/v) H202, e na presença de composto a 0,05 e 0,1 
µM, em células HCT116. O gráfico é representativo de três experiências independentes e a barras de 
erro correspondem ao desvio padrão em relação à média. 
 
Pensa-se que os danos observados na molécula de DNA sejam provocados por formação 
de ROS, tendo em conta a capacidade de cobre para produzir grandes quantidades de ROS 
(Iakovidis et al., 2011). 
Com o intuito de determinar se o mecanismo de clivagem do DNA, promovida pela 
presença do composto ZM-II, ocorre através de uma via oxidativa ou hidrolítica, é importante 
realizar ensaios, tais como o ensaios de interação com agentes redutores, como por exemplo, 
o DMSO, azida de sódio, ácido ascórbico, glicerol, manitol, catálase ou peróxido de hidrogénio. 
A partir destes ensaios seria possível confirmar se o mecanismo de clivagem de DNA, 
promovida pela presença do composto em estudo, ocorre devido à presença de ROS, tais 
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como os radicais hidroxílos ou superóxidos. Ou se caso contrário, a clivagem do DNA deve-se a 
uma quebra hidrolítica na molécula de DNA (Ju et al., 2006) 
 
3.7 Análise de Proteómica 
Com o intuito de identificar potenciais alvos biológicos do composto ZM-II procedeu-se 
ao estudo proteoma de células HCT116 expostas ou não a uma concentração de 0,08 µM ZM-II 
durante 24 h. Os extratos proteicos foram sujeito a uma eletroforese 2-DE, obtendo-se no 
total 6 géis bidimensionais, correspondendo a triplicados do proteoma na presença de 
composto ZM-II ou na ausência (0,15% DMSO). A análise quantitativa da variação da expressão 
dos spots proteicos realizou-se utilizando o programa Melanie 7.0. A análise estatística foi 
complementada pela utilização do programa GraphPad, tendo-se apenas considerado os spots 
proteicos com p-value menor que 0,05.  
Foi considerado como alteração biologicamente significativa quando a expressão 
relativa para o composto ZM-II relativamente ao controlo (ZM-II/controlo), foi superior a 1,5 
(sobre-expressão) e inferior a 0,7 (sub-expressão). Desta forma, observou-se que de entre os 
130 spots proteicos detetados nos geis 2-DE realizados neste trabalho, 33 spots proteicos 
apresentavam variação significativa da expressão (Figura 3.16). 
De forma a identificar proteínas cuja expressão variou significativamente na presença de 
ZM-II, procedeu-se à sua identificação por MALDI – TOF Mass spectroscopy. Desta forma, foi 
possível a identificação de 18 proteínas com expressão alterada na presença de ZM-II 
relativamente à condição controlo. Na Figura 3.16 encontra-se a imagem dos géis 2D 
representativos do proteoma da linha tumoral HCT116 na presença ou na ausência de 
composto, identificando-se as proteínas que apresentam maiores variação de expressão 
proteica em relação ao controlo. Os valores numéricos dos níveis de expressão, a informação 
complementar de cada proteína identificada, assim como o nome da proteína, a abreviatura e 
a massa molecular (Mm) e ponto isoelétrico (PI) estão apresentados na Tabela 3.3. 




Figura 3.16: Imagem dos géis bidimensionais do proteoma da linha tumotal HCT116 tratada durante 24 
h com 0,15 % (v/v) de DMSO (controlo) (A), e 0,08 μM de ZM-II (B) corados com azul de Comassiee 
Coloidal R350. Os spots assinalados representam as proteínas identificadas com a respectiva abreviatura 
do nome. 
 
De uma forma global foi observado que 18 proteínas com expressão significativamente 
alterada estão envolvidas na resposta ao stress oxidativo, no processo apoptótico, na 
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Tabela 3.3 - Proteínas identificadas nos géis obtidos por eletroforese bidimensional com o respectivo 
ponto isoeléctrico (pI), massa molecular (Mm), expressão relativa para o composto ZM-II (em relação 
aos respectivo controlo). Os valores correspondem à média de três ensaios independentes. Valores 





Proteína Abreviatura pI Mm (Da) Variação de expressão 
ZM-II 
Tubulin beta-4B chain TBB4B 4,79 49799 3,83 
Tubulin alpha-1B chain TBA1B 4,94 50119,6 1,51 
Translationally-controlled 
tumor protein 
TCTP 4,84 19582,6 1,79 
T-complex protein 1 subunit 
beta 
TCTB 6,01 57452,1 2,42 
Ezrin EZRL 5,94 69369,7 2,95 
Peroxiredoxin-2 PRDX2 5,66 21878,2 1,78 
Heat shock protein beta-1 HSPB1 5,98 22768,5 1,77 
Heat shock 70 kDa protein 
1A/1B 
HSP71 5,48 70009 4,31 
Heat shock protein HSP 90-
beta 
HSP90B 4,97 83,2121 3,11 
Calreticulin CALR 4,29 48111,8 1,92 
14-3-3 protein sigma 1433S 4,68 27756,7 1,54 
Annexin A1 ANXA1 6,57 38690 1,78 
Secemin-1 SRCN1 4,66 46,3525 1,54 
Glutamate dehydrogenase 
1, mitochondrial 
GLUD1 7,66 61359,2 1,72 
Alpha-enolase ENOA 7,01 47139.3 0,24 















Calumenin CALU 4,47 37083,5 0,55 
(A) 
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As proteínas TBB4B (Tubulin beta-4B chain), TBA1B (Tubulin alpha-1B chain), e EZRL 
(Ezrin) estão envolvidas na manutenção do citoesqueleto e encontram-se sobre-expressas 
quando expostas ao composto ZM-II. As proteínas TBB4B e TBA1B são as principais 
constituintes dos microtúbulos, o componente chave do citoesqueleto (Yang e Hong, 2013). A 
proteína EZRL encontra-se na membrana citoplasmática e desempenha um papel importante 
na adesão e organização da estrutura celular (Olson e Sahai, 2009). A sobre-expressão destas 
proteínas poderá indicar que o composto ZM-II interfere nas proteínas de manutenção celular. 
Isto pode dever-se ao fato do composto em estudo apresentar a capacidade de induzir o 
processo apoptótico em células HCT116, tal como referido anteriormente na secção 3.5.1, logo 
provoca alteração no citoesqueleto celular, uma vez que as células apoptóticas sofrem 
diversas alterações na estrutura e organização celular. 
A TCPB (T-complex protein 1 subunit beta) é uma chaperona citoplasmática que 
desempenha um papel importante no folding de proteínas mediante a hidrólise de ATP, 
incluindo a actina e tubulina (principais constituintes do citoesqueleto) e muitas proteínas 
envolvidas na proliferação do ciclo celular, entre as quais a ciclina E e B (Seo et al., 2010). 
Desta forma, a sub-expressão desta proteína está relacionada com a progressão do ciclo 
celular (Boudiaf-Benmammar et al., 2013). Por outro lado, a sobre-expressão desta proteína 
indica que não ocorre inibição da progressão do ciclo celular, uma vez que a ciclina E e B estão 
envolvidas na transição de G1/S e G2/M, respetivamente (Garrett, 2001). A proteína TCPB 
encontra-se sobre-expressa na presença do composto ZM-II, o que indica que não ocorreu a 
inibição da proliferação do ciclo celular. Este resultado estão de acordo com os resultados 
obtidos na análise da progressão do ciclo celular, que demostraram que o composto ZM-II não 
apresenta a capacidade de induzir atraso na progressão do ciclo celular.  
A TCTP (Translationally-controlled tumor protein), também denominada por p23, é uma 
proteína citoplasmática de ligação à tubulina que se associa aos microtúbulos durante o ciclo 
celular, mais precisamente durante as fases G1, S, G2 e, também, no início da mitose (Cans et 
al., 2003; Yarm, 2002; Gachet et al., 1999). Além disso, esta proteína é uma proteína nuclear 
hidrofílica altamente conservada que interage com a proteína Bcl-XL protegendo assim as 
células do processo apoptótico, e pode ser sobre-expressa por estímulos por metais pesados. 
Estudos recentes demonstram que as células de três linhas celulares tumorais expostas a 
oxaplatina apresentam a expressão da proteína TCTP aumentada durante 24 h, e 
posteriormente diminui progressivamente entre as 48 h e as 72 h. Pensa-se que a sobre-
expressão de TCTP pode dever-se à exposição do metal de platina (oxaliplatina) e a diminuição 
subsequente poderá estar envolvida na resposta celular apoptótica (Yao et al., 2009). Os níveis 
de expressão elevados de TCTP provocam alterações no citoesqueleto da célula, estabilizando 
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os microtúbulos, levando a um retardamento no início da mitose, que por sua vez provoca o 
retardamento na proliferação celular (Arcuri et al., 2004; Cans et al., 2003; Gachet et al., 
1999). A proteína TCPB encontra-se sobre-expressa na presença do composto ZM-II em células 
HCT116, o que indica que pode ocorrer o retardamento na proliferação celular, devido à 
estabilização dos microtúbulos e logo o retardamento no início da mitose. Este resultado foi 
verificado no ensaio da análise da progressão do ciclo celular e no ensaio de marcação com 
Hoeschst 33258, onde é possível observar a diminuição do número de células em divisão 
celular nas amostras tratadas com ZM-II. 
As proteínas de stress oxidativo, tais como a PRDX2 (Peroxiredoxin-2), HSPB1 (Heat 
shock protein beta-1), HSP70B (Heat shock 70 kDa protein 1A/1B), HSP90B (Heat shock protein 
HSP 90-beta) e CALR (Calreticulin) encontram-se sobre-expressas na presença do composto 
ZM-II. Estas proteínas apresentam como função principal a eliminação de ROS, protegendo 
desta forma a célula de danos oxidativos. A PRDX2 pertence a um membro da família de 
proteínas de peroxiredoxinas e apresentam um papel na defesa antioxidante e na regulação de 
vias de sinalização redox (Peskin et al., 2013). As HSP (Heat Shock Protein) pertencem a um 
grupo de proteínas que desempenham um papel importante no folding e refolding de outras 
proteínas (Wu, 1999). Níveis elevados de HSPs são rapidamente sintetizadas no interior da 
célula em resposta ao stress ambiental. Em condições de stress, regulam diretamente as vias 
de sinalização redox e antagonizam as cascastas de sinalização que resultam na apoptose 
(Madamanchi et al., 2001). A calreticulina (CARL) é a principal proteína de ligação ao Ca2+ 
presente no retículo endoplasmático (RE). Em células normais atua predominante como uma 
proteína chaperona no folding de outra s proteínas. Esta proteína quando exposta na superfície 
da célula funciona como sinal que permite que a célula seja reconhecida por células fagocíticas 
especializadas, e assim eliminada ao ser fagocitada e processada (Otteken e Moss, 1995). A 
CALR, tal como muitos chaperonas, pode ser expressa por carência de aminoácidos e choque 
térmico, o que indica que é uma proteína do stress oxidativo (Zhu e Wang, 2013). Desta forma, 
pode-se inferir que a indução da expressão destas proteínas poderá dever-se à existência de 
danos oxidativos provocados pela presença do composto ZM-II. Assim, o aumento dos níveis 
de expressão destas proteínas antioxidantes pode dever-se à tentativa de a célula contrariar a 
ação provocado pelo composto.  
A proteína 1433S (14-3-3 protein sigma) está envolvida na inibição da proliferação 
celular através da ação de p53 nas fases G1 ou G2 (Hermeking et al., 2006; Yang et al., 2003) A 
sobre-expressão desta proteína provoca a inibição da progressão do ciclo celular. Resultados 
recentes demonstraram no entanto que níveis elevados de expressão da proteína 14-3-3 σ em 
células tumorais de cancro coloretal e pancreático tornam estas células resistentes ao 
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tratamento com cisplatina (Han et al., 2009) A proteína 1433S encontra-se sobre-expressa 
quando exposta ao composto ZM-II pelo que este resultado poderá indicar uma resposta 
adaptativa da célula em resposta à exposição ao composto ZM II. Os resultados da análise da 
progressão do ciclo celular demonstram que o composto ZM-II provoca um possível 
retardamento na progressão do ciclo e não a sua inibição sendo que o ZM-II pode ter 
capacidade antiprolefariva superior à cisplatina.   
A anexina A1 (ANXA1), também conhecida como p35, pertence a um membro da família 
de proteínas de ligação a fosfolípidos e cálcio, e está envolvida no processo anti-inflamatório e 
na regulação da diferenciação, proliferação celular e apoptose (Luthra et al., 2008; Lecona et 
al., 2008). Vários estudos demonstraram que a expressão da ANXA1 apresenta-se desregulada 
em vários carcinomas e linhas celulares tumorais (Lecona et al., 2008). Foi descrito que a 
diminuição de expressão desta proteína está associada com diminuição da diferenciação em 
linfomas de células B e em diferentes tipos de tumores sólidos (cancro da mama, prostata ou 
tiróide), o que sugere que a anexina A1 pode ser um componente essencial para a manutenção 
do epitélio normal (Luthra et al., 2008). Por outro lado, o aumento de expressão de anexina A1 
tem sido descrito noutros tipos de cancro, como cancro do estômago, pâncreas ou esófago 
(Luthra et al., 2008; Lecona et al., 2008). Além disso, também sido verificado que o aumento 
da expressão desta proteína ocorre no epitélio normal e em diferentes linhagens celulares 
(Lecona et al., 2008). A ANXA1 encontra-se sobre-expressa na presença do composto ZM-II, 
tendo por base que a ANXA1 pode encontrar-se sub- ou sobre-expressas consoante o tipo de 
cancro, pode-se inferir que em células HCT116 o composto ZM-II pode apresentar a 
capacidade e induzir o processo apoptótico e interferir na progressão celular, tal como 
verificado nos ensaios de dupla marcação com anexina V-FITC e IP ou a análise de progressão 
do ciclo celular em HCT116 expostas durante 24 h ao composto.  
A SCRN1 (secemin-1) é um membro da família de proteínas secernin. Esta proteína está 
relacionada com um antigénio associado ao tumor. A proteína SCRN1 é considerada um 
biomarcador de diferentes tipos de cancro sendo que a sobre-expressão desta proteína pode 
ser considerado um fator de prognóstico no CRC (Miyoshi et al., 2010). A SCRN1 encontra-se 
sobre-expressa na presença do composto ZM-II, o que permite inferir que a proteína pode ser 
considerada um biomarcador em células HCT116. Os dados obtidos indicam que a avaliação 
dos níveis de expressão desta proteína pode ser utilizada na deteção precoce desta linha 
celular tumoral.  
A GLUD1 (Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial) é uma enzima localizada na 
matriz mitocondrial, que catalisa a desaminação oxidativa do glutamato em alfa-cetoglutarato 
(Kapoor et al., 2009). A proliferação celular ocorre mais rapidamente nas células tumorais 
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comparativamente com as células saudáveis. Assim, estas células necessitam de alterações 
metabólicas em resposta aos sinais proliferativos e às necessidades de crescimento e divisão 
celular. Portanto, as células tumorais desencadeiam o processo de glicólise como forma de 
produzir energia em vez da fosforilação oxidativa. Isto deve-se ao fato de a glicólise ser um 
processo mais rápido do que a fosforilação oxidativa, proporcionando uma vantagem 
metabólica para células proliferativas (Cairns et al., 2011; Weinberg et al., 2010). A GLUD1 
encontra-se sobre-expressa na presença do composto ZM-II, o que permite verificar que 
ocorreu o aumento do metabolismo celular nas células HCT116. Este resultado vai ao encontro 
do que seria de esperar, uma vez que esta proteína está envolvida no processo de glicólise 
(principal mecanismo de produção de ATP em células tumorais).  
A ENOA (alfa-enolase) é uma isoenzima da enolase, uma proteína que catalisa a 
conversão de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato na via glicolítica. Esta isoforma tem sido 
detetada, não só no citoplasma, mas também na superfície da membrana plasmática. Ao 
contrário do que acontece nas células normais, nas células tumorais a alfa-enolase é 
convertida numa isoforma diferente. Assim, a capacidade de glicólise aumenta nestas células, 
devido ao aumento de proliferação celular (Takashima et al., 2004). Esta proteína encontra-se 
sub-expressa na presença do composto ZM-II, uma vez que nas células tumorais a proteína 
ENOA é convertida noutra isoforma. Assim, com base nos resultados obtidos anteriormente 
que demonstram que o composto ZM-II pode provocar retardamento no ciclo celular, será de 
esperar que esta proteína se encontre sub-expressa em células HCT116 expostas ao composto 
em estudo.  
A C1QBP (Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial) é 
uma proteína globular que interage com o primeiro componente da via clássica do sistema do 
complemento, C1q (McGee et al., 2011). A C1QBP inibe a permeabilidade mitocondrial 
constituindo um inibidor da apoptose por via intrínseca. Além disso, esta proteína 
desempenha um papel importante na proliferação celular e resistência à morte celular e 
normalmente encontra-se sobre-expressa em HCT116 (McGee et al., 2011) A QCR1 encontra-
se sobre-expressa na presença do composto ZM-II, o que pode indicar a ativação de 
mecanismos de resistência aos danos mitocondriais em resultado da indução do processo 
apoptótico através da via intrínseca.  
A RUBV2 (RuB-like2) é componente do complexo NuA4 histone acetyltransferase que 
está envolvido na ativação da transcrição de genes, principalmente por acetilação das histonas 
nucleossomais H4 e H2 (Weiske e Huber, 2005; Doyon et al., 2004). Esta modificação pode 
alterar ambos os nucleossomas, a interação do DNA. Adicionalmente, a interação promotora 
de histonas modificadas com outras proteínas regulam positivamente a transcrição. Este 
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complexo pode ser necessário na ativação da transcrição de genes associados com pro-
oncogenes que medeiam a indução do crescimento, genes supressores de tumor que mediam 
a paragem do ciclo celular e a senescência replicativa, apoptose e reparação de DNA (Doyon et 
al., 2004). Assim, a RUVB2 encontra-se sobre-expressa na presença de composto ZM-II, o que 
pode indicar que o composto pode apresentar a capacidade de induzir o processo apoptótico, 
uma vez que esta proteína apresenta a função de ativar a transcrição de genes envolvidos na 
paragem do ciclo celular ou no processo apoptótico. Os resultados obtidos por citometria de 
fluxo vão ao encontro dos resultados obtidos na dupla marcação com Anexina V-FITC e IP. 
A calumenina (CALU) pertence à subfamília de proteínas de ligação ao Ca2+ denominada 
CREC (Cab45, Reticulocalbin, ERC-55, Calumenin) (Wajih et al., 2004). Estas proteínas 
encontram-se no retículo endoplasmático (RE), à exceção da CALU que se localiza distribuída 
por toda a via secretora. A sua função está relacionada com a libertação ou captação de Ca2+, 
portanto alterações na expressão desta proteína pode alterar a homeostasia normal de Ca2+ 
(Amodio et al, 2011). A CALU pode ser transportada do retículo endoplasmático para o 
citoplasma durante a paragem do ciclo celular e apoptose tardia, mas durante as fases iniciais 
da apoptose apresenta-se significativamente reduzida no citoplasma (Bull et al., 2010). A 
proteína CALU encontra-se sub-expressa na presença do composto ZM-II em células HCT116, o 
que indica que provavelmente as células encontram-se maioritariamente em apoptose inicial. 
Este rsultado está de acordo com os resultados obtidos na dupla marcação com Anexina V-FITC 
e IP das células HCT116 expostas ao composto ZM-II durante 48 h, o qual demonstrou que as 
células encontravam-se maioritariamente em apoptose tardia. Porém, no ensaio de 
proteómica as células foram expostas durante 24 h, logo as células presumivelmente deveram 
encontrar-se maioritariamente em apoptose inicial, o que possivelmente explica os baixos 
níveis de expressão desta proteína. 
 
3.8 Deteção da Indução de Espécies Reativas de Oxigénio  
Com base no conhecimento que o composto ZM-II apresenta a capacidade de induzir 
quebras na molécula de DNA, pretende-se avaliar se os danos na molécula de DNA, 
provocados na presença de composto, devem-se à formação de ROS. Assim, a fim de detetar a 
formação de ROS na presença do composto em estudo, foi analisada a atividade da enzima de 
stress oxidativo glutationa S-transferase bem como a indução de peroxidação lipídica.  
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3.8.1 Ensaio da Glutationa S-Transferase (GST) 
A GST pertence a um grupo de enzimas importantes na desintoxicação promovida por 
diferentes xenobióticos nas células de mamíferos. Esta enzima protege as células contra 
diversos compostos tóxicos por conjugação do grupo tiol da glutationa com os xenobióticos 
electrófilos, e portanto protege contra a mutagénese, carcinogénese e feitos tóxicos dos 
compostos (Sigma, 2007).  
As células da linha tumoral HCT116 foram expostas ao composto ZM-II na concentração 
de 0,05 µM. Para o ensaio, utilizou-se o Glutationa S-Transferase Assay Kit (Sigma), que se 
baseia no CDNB, um substrato apropriado para a ampla gama de isoenzimas de GST. A 
conjugação do grupo tiol da glutationa com o substrato CDNB induz um aumento na 
absorvância a 340 nm. Procedeu-se à leitura da absorvância a 340 nm, efetuando-se a leitura 
de 1 em 1 min por um período de 8 min. Cada amostra foi lida em três replicados. Os 
resultados obtidos encontram-se na Figura 3.16 e os valores da atividade média da proteína 
das amostras incubadas com DMSO e ZM-II encontram-se na Figura 3.17. 
 
 
Figura 3.16 - Ensaio da atividade da GST para análise de formação de ROS, na presença de composto 
ZM-II na concentração de 0,05 µM ou na ausência do mesmo (controlo 0,1 % (v/v) de DMSO) durante 24 








Figura 3.17 - Atividade da GST na presença de composto ZM-II na concentração de 0,05 µM ou na 
ausência do mesmo (controlo 0,1 % (v/v) de DMSO) durante 24 h, no extrato de proteína total de células 
HCT116. O gráfico é representativo de três ensaios independentes.  
 
Através da análise do gráfico observa-se o aumento da absorvância do GS-DNB nas 
amostras incubadas com DMSO e ZM-II, verifica-se assim um aumento da atividade de GST nas 
duas condições em estudo. Uma vez que a absorvância do produto GS-CNB é diretamente 
proporcional à atividade de GST. A partir do declive das retas de calibração obtidas é possível 
determinar a atividade desta enzima. Assim, a atividade média da GST das amostras incubadas 
com DMSO é de 635,10 µM/mL/min e das amostras incubadas com ZM-II é de 782,57 
µM/mL/min. Desta forma, verifica-se maior atividade da enzima GST no extrato proteico de 
células expostas ao composto em estudo. Apesar da diferença na atividade de GST observada 
nas duas amostras em estudo, para concluir com certeza sobre resultados obtidos, é 
importante comparar os resultados com um controlo negativo, sem adição de composto ZM-II 
e DMSO, e um controlo positivo, tal como o peróxido de hidrogénio, um agente redutor que 
provoca danos oxidativos nas células. Tem sido demonstrado que o peróxido de hidrogénio 
induz aumento de atividade da GST em células de mamíferos, a indução de GST por ROS é uma 
resposta de como esta enzima é capaz de desintoxicar de vários metabolitos produzidos 
dentro da célula por stress oxidativo, tais como o carbonil, peróxido de hidrogénio entre 
outros (Ketterer et al., 1992) 
A enzima GST protege as células contra diversos xenobióticos nas células de mamíferos, 
portanto as células expostas ao composto ZM-II apresentam uma maior atividade deste 
enzima, uma vez que as estas células deveram apresentar vários danos na molécula de DNA 
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(como verificado no ensaio Comet) e a ação da GST irá proteger contra a mutagénese, 
carcinogénese e feitos tóxicos dos compostos.  
 
3.8.2 Análise de Peroxidação lipídica - Método TBARS (Thiobarbituric acid 
reactive species) 
A formação de ROS pode induzir danos, não só na molécula de DNA e proteínas, mas 
também em ácidos gordos poli-insaturados, o principal constituinte dos fosfolípidos existentes 
na membrana plasmática, os quais são extremamente susceptíveis à peroxidação (Gago-
Dominguez et al., 2007; Halliwell e Chirico, 1993) A peroxidação lipídica resulta da ação dos 
radicais livres sobre os ácidos gordos poli-insatudados, que constituem a membrana 
plasmática, gerando principalmente L•, LO• e LOO•, que levam à destruição da estrutura da 
membrana celular, perda dos mecanismos de troca de metabolitos e, numa condição extrema, 
pode mesmo provocar a morte celular. As alterações na membrana plasmática levam à perda 
de permeabilidade da mesma, alterando o fluxo iónico e de outras substâncias, o que resulta 
consequentemente na perda de seletividade na entrada e/ou saída de nutrientes e substâncias 
tóxicas à célula, danos na molécula de DNA e o comprometimento dos componentes da matriz 
extracelular (Gago-Dominguez et al., 2007; Valko et al., 2006) 
O método TBARS para a análise de peroxidação lipídica, baseia-se na capacidade do 
malondialdeído (MDA), uma dos produtos finais da peroxidação lipídica, que pode reagir com 
o ácido tiobarbitúrico (TBA), em condições ácidas e a elevadas temperaturas, formando um 
complexo MDA - (TBA)2, que pode ser quantificado a 532 nm (Sochor et al, 2012). Assim, a 
quantidade de MDA - (TBA)2 é diretamente proporcional à quantidade de MDA.  
Procedeu-se à leitura de absorvânvias a 532 nm de soluções standard de 0 a 0,3 µM de 
TBARS preparadas por diluição em água destilada para a construção de uma curva de 
calibração dependente da concentração de MDA. Seguidamente leu-se a absorvância. Os 
resultados obtidos foram normalizados com a concentração do extrato proteico total. 
 




Figura 3.18 - Ensaio da peroxidação lipídica para análise de formação de ROS, na presença de composto 
ZM-II na concentração de 0,05 µM ou na ausência do mesmo (controlo 0,1 % (v/v) de DMSO) durante 24 
h, no extrato de proteína total de células HCT116. O gráfico é representativo de três ensaios 
independentes. 
 
A partir da observação da figura 3.18 verifica-se um aumento significativo de MDA na 
amostra exposta ao composto ZM-II em relação ao controlo. Portanto, pode-se inferir que o 
composto pode induzir a peroxidação lipídica, uma vez que, tal como referido anteriormente, 
a peroxidação lipídica pode ser indicada através da quantidade MDA, e este por sua vez é 
diretamente proporcional à quantidade de complexo MDA - (TBA)2. Assim, é possível deduzir 
que o composto ZM-II pode também induzir o seu efeito anti-tumoral nas células tumorais 
através da via de peroxidação lipídica. A peroxidação lipídica é o único dano oxidativo 
promovido por diferentes membros de radicais da família de ROS, ou por decomposição 
catalítica de hidroperóxidos lipídicos (peróxidos) em diferentes tecidos (Niki et al, 2005). 
Portanto, a partir deste resultado não é possível inferir que o composto apresenta a 
capacidade de induzir danos oxidativos por ROS ou decomposição catalítica de hidroperóxidos 
lipídicos nas células HCCT116. No entanto, para confirmar os resultados obtidos será 
necessário determinar a concentração de MDA presente num controlo negativo (sem adição 
de DMSO ou ZM-II) e num controlo positivo (H2O2). Assim, seria possível determinar se o valor 
de MDA obtido para a amostra tratada com ZM-II é biologicamente significativo.  
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4. Conclusão e Perspetivas Futuras 
O composto ZM-II apresenta uma elevada citotoxicidade nas linhas celulares tumorais 
HCT116, HepG2 e MCF-7 (IC50 de 0,066, 0,241 e 2,694 µM, respetivamente). Acresce que este 
composto demonstrou uma maior seletividade para as células das linhas tumorais (HCT116 > 
HepG2 > MCF7) comparativamente às células de duas linhas não-tumorais de fibroblastos e 
epitélio de mama (IC50 5,483 e 5,901 µM, respetivamente). Os resultados obtidos no ensaio de 
dupla marcação com Anexina V-FITC e IP após exposição das células tumorais ao composto 
ZM-II indicam que a citotoxicidade poderá dever-se à indução da apoptose uma vez que 
verificou-se o aumento de células em apoptose com o aumento de concentração de composto. 
A partir deste ensaio assumiu-se o processo apoptótico como o principal mecanismo pelo qual 
o composto ZM-II promove o seu efeito antiproliferativo. Estes resultados foram confirmados 
pela análise de expressão de genes envolvidos no processo apoptótico (BAX, BCL-2 e CASP3) 
através de RT-PCR tendo sido comprovado que o composto ZM-II apresenta a capacidade de 
induzir o processo apoptótico, uma vez que se verifica aumento na razão BAX/BCL-2 nas 6 
horas indicativo na iniciação da cascata apoptótica e um aumento da expressão de Casp3 a 
partir das 6 horas indicativo do início da execução do processo apoptótico. Outro mecanismo 
pelo qual o composto ZM-II promove o seu efeito citotóxico é o retardamento na progressão 
do ciclo celular em G0/G1 ou G2/M. A fim de confirmar esta hipótese, serão posteriormente 
realizados estudos de expressão de genes envolvidos no ciclo celular. Estudos in vitro, 
designadamente espectroscopia de absorção e EMSA na dependência do tempo, revelaram a 
existência de interacção entre o composto ZM-II e a molécula de DNA. Observou-se a 
existência de hipocromismo e a ausência de desvio batocrómico no espectro de absorção do 
composto, com o aumento da concentração de CT-DNA em solução. O valor de Kb obtido para 
o composto ZM-II foi de 1,73 (± 0,7) x 105 M-1, o que demonstra que o composto apresenta 
afinidade para a molécula de DNA. Relativamente, ao ensaio EMSA na dependência do tempo 
verifica-se uma diminuição da percentagem da forma superenrolada (Forma I) e da forma 
circular relaxada (Forma II) e por outro lado observa-se aumento da percentagem da forma 
linear (Forma III), o que nos permite concluir que o composto apresenta a capacidade de 
induzir quebras em cadeia dupla na molécula de DNA. Com o Ensaio Comet verificou-se que as 
células expostas a 0,1 µM de composto ZM-II apresentam uma % de DNA na cauda semelhante 
às células expostas ao controlo positivo H202. No entanto, torna-se importante determinar o 
mecanismo de clivagem do DNA, promovida pela presença do composto ZM-II, sendo para tal 
necessário realizar ensaios de interação com agentes redutores, como por exemplo, o DMSO, 
azida de sódio, ácido ascórbico, glicerol, manitol, catálase ou peróxido de hidrogénio, a fim de 
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determinar se a clivagem de DNA, promovida pela presença do composto em estudo, ocorre 
devido à presença de ROS, tais como os radicais hidroxílos ou superóxidos, ou em alternativa 
por uma quebra hidrolítica na molécula de DNA. Por forma a identificar os potenciais alvos 
biológicos da exposição ao composto ZM-II foi realizada a análise do proteoma de linhas 
tumorais HCT116 tendo sido verificado que as proteínas identificadas estão envolvidas em 
vários mecanismos, nomeadamente no processo apoptótico, na manutenção do citoesqueleto 
e na progressão/paragem do ciclo celular e na resposta ao stress oxidativo. A deteção de 
formação de ROS na presença do composto foi constatada por análise da atividade de GST e 
níveis de peroxidação lipídica. Na atividade média da GST, verificou-se uma maior atividade da 
enzima GST no extrato proteico de células expostas ao composto ZM-II em relação ao controlo. 
Dado que a diferença na atividade de GST observada não foi significativa para concluir com 
certeza sobre resultados obtidos, sendo importante comparar os resultados obtidos com um 
controlo negativo (ausência de DMSO e ZM-II) e um controlo positivo (H2O2). No entanto, dado 
que que as células apresentam danos na molécula de DNA (ensaios EMSA e Comet), faz 
sentido a atividade de GST estar aumentada no sentido de um mecanismos de proteção celular 
aos efeitos tóxicos do composto. Em relação à peroxidação verifica-se um aumento dos níveis 
de peroxidação na amostra exposta ao composto comparativamente ao controlo. Assim, é 
possível deduzir que o composto ZM-II pode também induzir o seu efeito anti-tumoral nas 
células tumorais através da via de peroxidação lipídica. 
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Anexo I – Poster intitulado de Anti-proliferative activity and biological 
targets of Pt(II) and Cu(II) compounds 
 
